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(57) Abstract: The invention relates to a test system con- 
taining human cytochrome P450 2D6 expressing cell lines 
and to the use of said test system for testing the pharmacolog- 
ical and toxicological aspects of hCYP2D6 polymorphism. 
The invention further relates to a method for the detection of 
novel polymorphous forms of human cytochrome P450 2D6 
using the inventive test system and to a simplified and ex- 
act method for quantifying the cytochrome P450 content by 
means of CO difference spectra. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Test- 
system, das humanes Cytochrom P450 2D6 exprimierende 
Zellinien enthalt und die Verwendung dieses Testsystems 
zur Untersuchung pharmakologischer und toxikologischer 
Aspekte des hCYP2D6-Polymorphismus. Weiterhin 
betrifft die Erfindung Verfahren zum Nachweis neuer 
polymorpher Formen des humanen Cytochroms P450 2D6 
unter Verwendung des erfindungsgemassen Testsystems und 
Verfahren zur einfachen und exakten Quantifizierung des 
Cytochrom P450-Gehaltes mittels CO-Differenzspektren. 
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Stabile Expression polymorpher Formen humanen Cytochroms P450 2D6 
als analytisches Werkzeug in der praklinischen Arzneimittel-Entwicklung 

5 Die Erfindung betrifft ein Testsystem, das huraanes Cytochrom P450 2D6 sxprimierende 
Zellinien enthalt und die Verwendung dieses Testsystems zur Untersuchung 
pharmakologischer und toxikologischer Aspekte des hCYP2D6~PoIymorphismus. Weiterhin 
betrifit die Erfindung Verfahren zum Nachweis neuer polymorpher Formen des humanen 
Cytochroms P450 2D6 unter Verwendung des erfindungsgemafien Testsystems und 
10 Verfahren zur einfachen und exakten Quantifizierung des Cytochrom P450-Gehaltes mittels 
CO-Differenzspektren. 

Der menschliche Korper nimmt taglich eine Vielzahl von Fremdstoffen auf: Schadstoffe aus 
der Umwelt, Inhaltsstoffe aus Nahrungs- und GenuBmitteln sowie mitunter Arzneimittel. Alle 

15 Fremdstoffe mussen letztlich wieder ausgeschieden werden, urn Schadigungen des 
Organismus zu vermeiden. Viele dieser Verbindungen sind allerdings schlecht wasserloslich 
und deswegen nicht ohne weiteres ausscheidbar. In nahezu alien Lebewesen entwickelte sich 
daher evolutiv ein komplexes Enzymsystem, das Verbindungen in eine hydrophile, 
ausscheidbare Form umwandeln kann. Dieser StoffwechselprozeB wird Fremdstoff- 

20 Metabolismus genannt und formal in zwei Phasen eingeteDt (Greim und Demi, 1996; 
Marquardt und Schafer, 1997): In Phase I werden funktionelle Gruppen in die Verbindung 
eingefiihrt oder funktionelle Gruppen demaskiert, wobei Cytochrome P450 eine 
Schlusselrolle spielen. In Phase H wird der funktionalisierte Metabolit mit gut 
wasserloslichen Substanzen wie Sulfaten, Zuckern, Glutathion, Carbonsauren oder 

25 Aminosauren konjugiert. Die Verbindung ist nun ausreichend hydrophil und kann als nicht- 
reaktives Endprodukt iiber Mere oder Darm ausgeschieden werden. Allerdings besteht die 
Gefahr, daB reaktive Metaboliten mit zelleigenen Strukturen wie DNA, RNA, Proteinen und 
Lipiden reagieren und so zytotoxische, kanzerogene oder mutagene Eflfekte auslosen. Dann 
kehrt sich die Entgiftung in eine Gifbing urn. 

30 

Arzneimittel werden uber dasselbe Enzymsystem metabolisiert und entsorgt, was die 
pharmakologische Wirksamkeit in unterschiedlicher Weise beeinflussen kann: Entweder sind 
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die MetaboUten pharmakologisch weniger wirksam als die Ausgangsverbindung oder 
ganzUch unwirksam, wie bei Barbituraten. In anderen Fallen sind sowohl Muttersubstanz als 
auch MetaboUten wirksam. Ein Beispiel hierfur ist das Hustenmittel Codein und sein 
Metabolit Morphin. In anderen Fallen ist erst der Metabolit wirksam, wie das Spaltprodukt 
von Cyclophosphamid in der Chemotherapie. 

Wegen unterschiedUcher MetaboUsierung kann die Wirksamkeit eines Arzneimittels 
individueU verschieden sein. Die MetaboUsierung wird von Parametern wie Alter, Geschlecht, 
korperlicher Konstitution und Ernahrung beeinfluBt. Als weiterer entscheidender Faktor 
haben sich Unterschiede in den kodierenden Genen fur Fremdstoff-metabolisierende Enzyme 
herausgesteUt, z.B. Cytochrome P450. Daher werden Arzneimittel genetisch bedingt von 
einigen Individuen schneller, langsamer, anders oder iiberhaupt nicht verstoffwechselt. 
Variieren die Allelfrequenzen zwischen verscbiedenen Populationen, fiihrt dies zu inter- 
ethnischen Unterschieden in der Haufigkeitsverteilung der Phanotypen. Asiaten, Kaukasier 
und Schwarzafrikaner konnen daher sehr unterschiedlich auf ein und dasselbe Medikament 
reagieren. Diese pharmakologisch wichtigen inter-individuellen Unterschiede werden als 
pharmakogenetischer Polymorphismus bezeichnet (Meyer, 1991): 

"Ein pharmakogenettscher Polymorphismus ist eine monogene Eigenschqft, die durch das 
Vorhandensein innerhalb einer Population von mehr als einem AIM an demselben Locus 
und von mehr als einem Phdnotyp hinsichtlich der Arzneimittelwirkung auf den Organismus 
verursacht ist. Die Haufigkeit des seltensten Alleles ist> 1 %." 

Die Haufigkeit des seltensten AUels wurde vereinbarungsgemaB auf > 1 % festgelegt, da 
nicht jeder Basen-Unterschied auch notwendigerweise phanotypisch oder fiir eine 
Bevolkerungsgruppe relevant ist. Es wird geschatzt, daB bis zu 20 % aller Medikamente 
einem pharmakogenetischen Polymorphismus unterhegen (Blech, 1999). In den USA leiden 
jahrlich iiber 2 Milhonen Patienten an unerwunschten Arzneimittelwirkungen, die in fiber 
100.000 Fallen total verlaufen. Damit gehoren sie zu den sechs Mufigsten Todesursachen 
(Lazarou et al, 1998). Als Konsequenz werden "personalisierte Arzneimittel(dosierungen)•• 
angestrebt, die exakt auf die individuelle Pharmakogenetik des Patienten abgestimmt sind. 
Dies wird beispielsweise bereits bei der Therapie leukamiekranker Kinder mit Azathioprin 
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oder 6-Mercaptourin praktiziert, die andernfalls in 3 % der Falle zu lebensbedrohlichen 
Nebenwirkungen fuhrt. 

Daher ist neben der Entwicklung effizienter Methoden zur Feststellung des individuellen 
5 pharmakogenetischen Profils, beispielsweise mittels DNA-Chiptechnologie, die detaillierte 
Kenntnis der Arzneimittel-metabolisierenden Enzyme und ihrer genetischen Polymorphismen 
fur eine maximale Arzneimittel-Sicherheit unumganglich. 

Die wichtigste Gruppe Fremdstoff-metabolisierender Phase I-Enzyme sind die Cytochrome 
10 P450 (EC 1.14.14.1; unspezifische Monooxygenasen). Sie wurden erstmals 1958 als 
"zellfarbendes Pigment" der Leber unabhangig von Garfinkel (1958) und Klingenberg (1958) 
beschrieben. Der Name Cytochrom P450 leitet sich davon ab, daB Cytochrome im 
reduzierten Zustand und nach Begasung mit Kohlenmonoxid ein Differenzspektrum mit 
einem charakteristischen Absorptionsmaximum bei 450 nm zeigen. Anhand der Absorption 
15 ist mit dem molaren ExtinktionskoeflBzienten eine Quantifizierung moglich (Omura und Sato, 
1964a; Omura und Sato, 1964b). 

Die Cytochrom P450-Superfamilie umfaBt derzeit 481 Isoformen in 85 verschiedenen Eu- 
und 20 Prokaryontenspezies (Nelson et aL 9 1996). Die Einteilung der Cytochrom P450- 

20 Enzyme basievt per conventionem auf ihren Aminosaure-Sequenzhomologien. Innerhalb einer 
Familie sind sie zu mehr als 40 %, innerhalb einer Subfamilie mindestens zu 55 % identisch. 
Cytochrom P450-Gene werden in kursiver Schreibweise mit "CZP", cDNAs, mRNAs und 
Proteine mit "CYP" abgekurzt. Darauf folgt eine arabische ZiflFer, welche die Famflie 
bezeichnet, und ein lateinischer GroBbuchstabe fur die jeweilige Subfemilie. Einzelne 

25 Isoenzyme werden mit einer weiteren arabischen Ziffer chronologisch durchnummeriert. Dem 
gesamten Symbol wird ein lateinischer Kleinbuchstabe fiir die jeweilige Spezies vorangestellt. 
Damit ergibt sich beispielsweise fiir das humane Cytochrom P450 2D6 das Symbol hCYP2D6 
fiir das Gen bzw. hCYP2D6 fiir die cDNA, mRNA und das Protein. Alle Fremdstoff- 
metabolisierenden Cytochrome P450 sind uber eine hydrophobe N-terminale Sequenz im 

30 endoplasmatischen Retikulum sowie der Kernmembran verankert und zytoplasmatisch 
orientiert (Monier et aL 9 1988). Cytochrome P450 gehoren zu den HSm-Thiolat-Enzymen 
und katalysieren die NADPH-abhangige Monooxygenierung ihrer Substrate zu den 
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korrespondierenden Alkoholen oder Epoxiden sowie O- und N-Dealkylierungen. Sie bilden 
einen Multienzymkomplex mit der NADPH-abhangigen Cytochrom P450-Oxidoreduktase 
(CYPOR) und Cytochrom b 5 , die den Elektronentransfer von NADPH auf das Cytochrom 
P450 katalysieren. Die Fahigkeit zur Komplexbildung ist unterschiedlich (Schenkman und 
Greim, 1993). Die Aktivitat einiger Isoformen, beispielsweise von hCYP3A4, ist in 
besonderem MaBe von der CYPOR und Cytochrom b 5 abhangig (Buters et al, 1994). Bei 
hCYP3A4 wird durch Cytochrom b 5 zudem die Affinitat zu bestimmten Substraten erhdht 
(Schenkman etal, 1989). 

Die Substratspezifitat einzelner Cytochrome P450 ist in der Regel gering und haufig 
iiberlappend, so daB eine ausreichende Plastizitat gewahrleistet ist, urn der enormen Vielfalt 
an zu metabolisierenden Fremdstoffen zu begegnen. Andererseits tragen die uberlappenden 
Substratspezifitaten neben der organspezifischen Expression, der Polymorphic und der 
Induzierbarkeit vieler Isoenzyme erheblich zur Komplexitat des Cytochrom P450- 
katalysierten Fremdstoff- bzw. Arzneimittel-Metabohsmus bei. Die Komplexitat kann weiter 
gesteigert werden, wenn bei gleichzeitiger Gabe mehrerer Arzneimittel durch Induktion oder 
Inhibition bestimmter Cytochrom P450-Isoformen der Arzneimittel-MetaboUsmus beeinfluBt 
wird. Daher sind detailUerte Kenntnisse der Arzneimittel-metaboKsierenden Cytochrom P450 
auf genetischer, regulatorischer und enzymatischer Ebene unabdingbar, urn Metabolismus- 
bedingte unerwunschte Wirkungen zu vermeiden. 

Cytochrom P450 2D6 (EC 1.14.14.1.; Debrisoquin-4-Hydroxylase) ist eine der molekularen 
Spezies von Cytochrom P450, die sich durch einen ausgepragten Polymorphisms 
auszeichnet. CYP2D6 ist beim Menschen das einzige funktionale Isoenzym der 2D- 
Subfamilie. Es war das erste Cytochrom P450-Enzym, fiir das ein genetischer 
Polymorphismus beschrieben wurde. Der hCYP2D6-Polymorphismus wurde Ende der 70er 
Jahre unabhangig voneinander an dem Antihypertensivum Debrisoquin, (Evans et ah, 1980; 
Mahgoub et al, 1977) und dem Antiarrhythmic Spartein (Eichelbaum et aL, 1979a,' 
Eichelbaum et al, 1979b) entdeckt. In der Folgezeit wurde der gemeinsame polymorphe 
MetaboUsierer-Phanotyp fur beide Substrate demonstriert (Eichelbaum et al, 1982) und 
seine genetische Ursache aufgeklart (Daly, 1995; Gonzalez et al, 1988a; Meyer und Zanger, 
1997; Price-Evans, 1993; Steiner et al., 1985; Zanger et al, 1988). Heute sind eine Vielzah! 
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wichtiger Substrate (vgl. Tabelle 1) und 17 Allele bekannt. Damit ist der 
tc Debrisoquin/Spartein"-Polymorphismus der zur Zeit umfengreichste und praktisch 
bedeutendste pharmakogenetische Polvmorphismus (Bertilsson, 1995; Brosen und Gram, 
1989b; Eichelbaum und Gross, 1990; Kroemer und Eichelbaum, 1995; Nebert, 1997; Tucker, 
5 1998). 

hCYP2D6 wird konstitutiv vorwiegend in der Leber exprimiert und ist im Gegensatz zu alien 
anderen Arzneimittel-metabolisierenden Cytochromen P450 1A1/2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 
2C19, 2E1 und 3A4/5 nicht induzierbar. Allerdings wurde wahrend der Schwangerschaft ein 
10 leicht erhdhter Umsatz von hCYP2D6-Substraten beobachtet (Hogstedt et al, 1983; 
Wadelius eial., 1997). Der Anteil am gesamten hepatischen Cytochrom P450-Gehalt ist mit 
nur etwa 2 % im Vergleich zu den beiden anderen wichtigen Arzneimittel-metabolisierenden 
Isoformen hCYP3A4 mit > 30 % und hCYP2C9 mit > 20 % relativ gering (Shimada et al, 

1994) . Die inter-individuellen Unterschiede im Expressionsniveau sind dramatisch bis bin zu 
15 volliger Defizienz (Shimada et al, 1994). 

Eine im Vergleich zur Leber etwa lOOfach geringere Expression von hCYP2D6 wurde 
zudem in verschiedenen extrahepatischen Geweben nachgewiesen und eine Assoziation mh 
diversen Krankheiten teils widerspriichlich diskutiert: In der Lunge/Lungenkrebs (Guidice et 
20 al, 1997; Kivisto et al, 1997) im Gehirn/Parkinson (Fonne-Fister et al, 1987; Nebert und 
McKinnon, 1994; Sabbagh et al, 1999), im Gastrointestinaltrakt (Prueksaritanont et al., 

1995) , in der Brust und in Mammatumoren (Huang et al, 1996; Huang et al, 1997), in der 
Blasenmukosa und in Tumorgewebe (Romkes-Sparks et al, 1994) sowie in peripheren 
mononuklearen Blutzellen (Carcillo et al., 1996). Besonders interessant ist die Expression im 

25 Gehirn, da .einige zentralnervos aktive Pharmaka metabolisiert werden und endogenes 
Tryptamin durch hCYP2D6 zum Neurotransmitter Dopamin hydroxyliert werden kann (Hiroi 
etal, 1998). 

hCYP2D6 ist am Phase I-Metabolismus von etwa 30 % aller klinisch relevanten Arzneimittel 
30 unterschiedlichster Arzneimittelgruppen beteiligt (vgl. Tabelle 1; Alvan, 1991; Brosen und 
Gram, 1989a; Dahl und Bertilsson, 1993; Eichelbaum und Gross, 1992). Neben hCYP3A4 
(55 %) und hCYP2C9 (15 %) gehort es damit trotz des niedrigeren Expressionsniveaus zu 
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den wichtigsten Arzneimittel-metabolisierenden Cytochromen P450 (Smith et aL y 1998). 
Zum Beispiel wurden die Antihypertensiva Debrisoquin und Propafenon, der P-Blocfcer 
Propanolol, das tricyclische Antidepressivum Imipramin usw. als spezifische Substrate von 
CYP2D6 beschrieben (Eichelbaum und Gross, 1990). hCYP2D6 wird durch Quinidin oder 
spezifische inhibitorische Antikorper selelctiv inhibiert. 



Arzneimittelgruppe 



Beispiel 



Reaktion 



Referenz 



iviunoaimnoxiaaseHLiimDitoren 


Amiflamin 


NDem 


(AlvanetaL, 1984) 


15-Blocker 


rJuxuraloI 


alH, arH 


(Boobis etaL, 1985) 


Analgetika 


Codein 


ODem 


(Mortimer^ a/., 1990) 


Antihypertensiva 


Debrisoquin 


arH 


(Mahgoub et aL, 1977) 


Anorektika 


Dexfenfluramin 


NDea 


(Gross etaL, 1996) 


Neuroleptika 


Haloperidol 


NDea 


(Tyndale etaL, 1991b) 


trizyklische Antidepressiva 


Imipramin 


arH 


(BrosenetaL, 1986) 


ai-Adrenozeptor Antagonisten 


Indoramin 


arH 


(Pierce et aL, 1987) 


B2-adrenerge Stimulanzien 


Methoxyphenamin 


arH, NDem 


(Roy etaL, 1985) 


SSRI 


Paroxetin 


Dem 


(Bloomer <?f aL, 1992) 


Antianginal 


Perhexilin 


alH 


(Cooper etaL, 1987) 


Antidiabetika 


Phenformin 


arH 


(OatesetaL, 1982) 


Antiarrhythmika 


Spartein 


H 


(Eichelbaum etaL, 1979b) 


AntiOstrogene 


Tamoxifen 


arH 


(Dehal und Kupfer, 1997) 


Amphetamin (lifestyle Droge) 


MDMA (Ecstasy) 


alH 


(Tuckers aL, 1994) 


endogener Neurotransmitter 


Tiyptamin 


arH 


(HiroietaL, 1998) 
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Tabelle 1 

Beispiele fur Arzneimittel und andere Substrate, die zumindest teilweise von hCYP2D6 metabolisiert 
werden. 

Abkiimmgen: alH: aliphatische Hydrosylierung; arH: aromatiscfae Hydroylierung; Dem: 
Demethylenierung; MDMA: Methylendio^methamphetamin; NDea: N-Dealkylierung; NDem: N- 
DemethyUerung; ODem: O-Demethylierung; SSRI: Selektiver Serotonin Reuptake Inhibitor 

Jedes Jahr sterben nach Schatzungen der WHO weltweit 250.000 Frauen an Brustkrebs 
(Logan, 1975). In den USA und Westeuropa ist Brustkrebs die Ursache in 4 % aller 
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Todesfalle bei Frauen. (American Cancer Society). Allein in Deutschland erkranken jahrlich 
etwa 42.000 Frauen an Brustkrebs (Becker und Wahrendor£ 1981-1990). Rund 30 % der 
Tumore sind hormonsensitiv. 

5 Zur Therapie Ostrogen-sensitiver Tumore wird der nicht-steroidale selektive 
Ostxogenrezeptor-Modulator Tamoxifen (Novaldex®) eingesetzt (Furr und Jordan, 1984; 
Jordan, 1998; Osborne, 1998). Tamoxifen bindet an den Ostrogenrezeptor und blockieit so 
die Stimulation der Proliferation durch Bindung von Ostrogen. In anderen Organen hingegen 
besitzt es eine erwunschte paradoxe ostrogene Partialwirkung, beispielsweise wirkt es der 
10 Osteoporose entgegen (MacGregor und Jordan, 1998). Derzeit werden Studien zum 
praventiven Gebrauch von Tamoxifen bei Risikogruppen durchgefuhrt (Jordan, 1997; 
Nayfield, 1995). 

Tamoxifen zeigt hinsichtlich Pharmakologie, Metabolitenprofil und DNA-Adduktbildung 
15 ausgepragte Speziesunterschiede (De Matteis et aL, 1998; Glatt et aL, 1998; Jordan und 
Chem, 1982; Jordan und Robinson, 1987; Lim et aL, 1994). Die Hauptmetaboliten sind N- 
Desmethyl-Tamoxifen, Tamoxifen-JV-Oxid und 4-Hydroxy-Tamoxifen; vgl. Figur 23. 4- 
Hydroxy-Tamoxifen ist etwa lOOfach starker anti-ostrogen als die Muttersubstanz selbst und 
tragt daher trotz eines niedrigeren Plasmaspiegels vermutlich wesentlich zur 
20 pharmakologischen Wirkung bei (Borgna und Rochefort, 1981; Furr und Jordan, 1984). 
Diskutiert als die an der Tamoxifen-4-Hydroxylierung beteiligten Cytochrom P450- 
Isoformen werden hCYP2C9, hCYP2D6, hCYP2El und hCYP3A4 (Crewe et al 9 1997; 
Dehal und Kupfer, 1997; Styles et aL, 1994). Mdgliche inter-individuelle Unterschiede 
hinsichtlich der Bildung von 4-Hydroxy-Tamoxifen mufiten moglicherweise bei der 
25 Festlegung der therapeutischen Dosis von Tamoxifen benicksichtigt werden. 

Zusammen mit den Pseudogenen CYP2D7P und CYP2D8P bildet CYP2D6 einen Gencluster 
am C7P2D-Locus an Position ql3.1 auf dem langen Arm von Chromosom 22 ^ichelbaum 
et aL, 1987; Gonzalez et aL, 1988b; Gough et aL, 1993; Kimura et aL 9 1989). Es besteht wie 
30 die beiden Pseudogene aus 9 Exons und 8 Introns. 
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Von den 17 bekannten hCYP2D6-m&\&a kodieren lediglich fttnf fur ein (eingeschrankt) 
funktionales Enzym, namlich hCYP2D6*l, hCYP2D6*2, hCYP2D6*9, hCYP2D6*10 und 
hC¥P2D6*J7 (Daly et al, 1996a). Mindestens ein weiteres funktionales Allel wird fur die 
ghanaische Bevolkerung postuhert (Droll et al., 1998; Masimirembwa et al., 1996a). Die 
phanotypische Einteilung erfolgt anhand des Quotienten Testsubstrat/Metabolit im Urin pro 
Zeiteinheit. Je kleiner diese "metabolic ratio (MR)" ist, desto schneller wird das Testsubstrat, 
beispielsweise Debrisoquin, Dextromethorphan, Metoprolol oder Spartein, metabolisiert. 
Homozygote Trager nicht-funktionaler Allele sind stets defizient hinsichtlich der 2D6- 
Aktivitat und weisen einen sogenannten "poor metabolizer fPi^-Phanotyp mit groBer MR 
auf. Homozygote Individuen for das WUdtyp-Allel hCYP2D6*l sind phanotypisch "extensive 
metabolizer (EM)" mit kleiner MR (Sachse etal., 1997). Genamplifikation eines funktionalen 
Alleles fuhrt zum sogenannten "ultrarapid metabolizer (m#"-Phanotyp (BertUsson et al., 
1993; Johansson et al., 1993; Lundqvist et aL, 1999). Homozygote Trager des eingeschrankt 
funktionalen Alleles hCYP2D6*10 besitzen gegenuber dem EM-Phanotyp eine erhohte MR 
und werden daher gelegentlich als "intermediate metabolizer (IM)" bezeichnet (Armstrong et 
al., 1994; Yokota etal, 1993). 

Variationen der AUelhaufigkeken zwischen verschiedenen Populationen fiihren auBerdem zu 
inter-ethnischen Unterschieden (Bertilsson, 1995): Bei Kaukasiern betragen die Haufigkeiten 
der funktionalen Allele hCYP2D6*l und hCYP2D6*2 rund 35 %, hCYP2D6*2xN, 
hCYP2D6*9 und hCYP2D6*10 sind mit 1 - 2 % selten, hCYP2D6*17 wurde bisher nicht 
nachgewiesen. Die nicht-funktionalen Allele hCYP2D6*4 und hCYP2D6*5 sind mit etwa 20 
% bzw. 5 % verbreitet, die ubrigen mit 0 - 2 %. Der Anteil an schlechten Metabolisierern 
Uegt damit in der kaukasischen BevSlkerung bei ca. 5-10 % (Alvan et al, 1990; Evans et 
al., 1993; Griese etal., 1998; Sachse et al., 1997). 

In asiatischen Populationen hingegen betragt die Haufigkeit fiir das nicht-funktionale Allel 
hCYP2D6*4 ledigbch 0,8 %, diejenige des eingeschrankt funktionalen Allels hCYP2D6*10 
jedoch 23 - 70 %. Entsprechend sind zwar nur etwa 1 % der Asiaten schlechte 
MetaboUsierer, jedoch ist die MR gegenuber Kaukasiern im Mittel erh6ht (BertUsson et al, 
1992; Dahl etal, 1 995b; Horai etal, 1989; Roh etal, 1996). 
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Ahnliches gilt fur einige schwarzafiikanische Populationen mit Allelfrequenzen von etwa 4 % 
fur hCYP2D6*4 , ca. 5 % fur hCYP2D6*10 und 15 - 35 % fur hCYP2D6*I7 (Evans et al., 
1993; Masimirembwa era/., 1996b). 

5 Verschiedene hCYP2D6-AJle\e wurden in diversen Systemen heterolog exprimiert: In K coli 
(Gillam et al, 1995; Kempf et al, 1995; Pritchard et al, 1998), in Hefe (Bichara et al, 

> 1996; Ellis et al, 1992; Krynetski et al, 1993; Krynetski et al, 1995; Oscarson et al, 1997), 
in InsektenzeUen (Evert et al., 1997; Paine et al, 1996; Patten et al, 1996), in CHO-Zellen 
(Patten et al., 1996), in COS-1 Zellen (Gonzalez et al, 1990; Johansson et al, 1994; 

10 Kagimoto et al., 1990; Oscarson et al, 1997), in Hep G2-Zellen (Aoyama et al, 1990; 
Tyndale et al, 1991a), in NIH3T3-Zellen (de Groene et al, 1996) und in den humanen B 
lymphoblastoiden Zellen AHH-1 TK+/- (Crespi et al, 1991; Crespi et al, 1995; Penman et 
al, 1993). Das Wildtyp-Allel hCYP2D6*J wurde zudem schon in V79 Chinesischen 
Hamsterzellen exprimiert (Fischer et al, 1992; Rauschenbach et al, 1997). 

15 

Es existiert bisher allerdings kein Testsystem, das fiir eine Untersuchung der 
pharmakologischen, toxikologischen und anderer Aspekte des hCYP2D6-Polymorphismus 
geeignet ware. 

20 Der vorliegenden Erfindung liegt die technische Aufgabe zugruride, ein Testsystem 
bereitzustellen, das eine vergleichende Untersuchung der metabolischen Aktivitat aktiver 
Formen humanen Cytochroms P450 2D6 in Bezug auf eine grbBe Vielfalt von Stoffen 
ermoglicht. Bevorzugt soli dieses System als analytisches Werkzeug in der praklinischen 
Arzneimittel-Entwicklung und zur in v/tfro-Darstellung des humanen und Spezies- 

25 vergleichenden Fremdstoff-Metabolismus geeignet sein. Es soil so einen Beitrag zum Ersatz 
und zur Erganzung von Tierversuchen in der Pharmakologie und Toxikologie leisten. 
Insbesondere soil das System fur Studien des Phase I- Arzneimittel-Metab olismus geeignet 
sein und eine zuverlassige, einfache und kostengiinstige Identifizierung der am Umsatz eines 
Arzneimittel-Kandidaten beteiligten Enzyme zu einem moglichst fruhen Zeitpunkt der 

30 praklinischen Arzneimittel-Entwicklung ermoglichen. 
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Der vorliegenden Erfindung Uegt weiterhin die technische Aufgabe zugrunde, Verfahren zur 
Untersuchung pharmakologischer und toxikologischer Aspekte des hCYP2D6- 
Polymorphismus bereitzustellen. Bevorzugt sollen diese Verfahren in der praklinischen Phase 
der Arzneimittel-Entwicklung Anwendung finden, soUen unter standardisierten und 
reproduzierbaren Bedingungen erfolgen und einen hohen pradiktiven Wert fur den Menschen 
aufweisen. Durch diese Verfahren sollen bevorzugt Tierversuche in dieser Phase ersetzt 
werden. 

Ein Verfahren zur Bestimmung des zellularen Cytochrom P450-Gehalts mittels CO- 
DifFerenzspektren ist bekannt. Zur Aufhahme von CO-Differenzspektren in einem zellularen 
System sind gemaB dieses Verfahrens 10 10 Zellen erforderlich. Diese Zellmenge ist nur mit 
spezieUen Zellkulturtechniken, wie beispielsweise der Kultivierung auf Mkrotragern, unter 
verhaitnismaBig groBem Aufwand zu erreichen, und die erhaltenen Spektren sind mit einer 
Extinktionsdifferenz zwischen 450 nm und 490 ran von etwa 0,001 dennoch unbefriedigend 
(Onderwater et al., 1996). Deswegen wurde der Gehalt an heterolog exprimiertem 
Cytochrom P450 haufig durch Western-Analysen geschatzt (z. B. Wolfel et al, 1991; 
Schneider et al., 1996). Dabei wird jedoch nur die Menge an Cytochrom-Apoprotem 
bestimmt. Entscheidend ist aber die Bestimmung des Holoenzyms als funktional intaktes 
Cytochrom P450 einschlieBlich des prosthetischen Ham. 

Somit Uegt der Erfindung weiterhin die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur einfachen, 
sensitiven und exakten Quantifizierung des Cytochrom P450-Gehaltes, insbesondere in 
zellularen Expressionssystemen bereitzustellen. 

Diese Aufgaben werden erfindungsgemaB durch den Gegenstand der Patentanspriiche gelost. 

In einem ersten Aspekt betrifft die Erfindung ein Testsystem, umfassend Zelllinien, die 
jeweils verschiedene funktionale humane Cytochrom P450 2D6-Allele heterolog exprimieren. 
Das Testsystem enthalt drei oder mehr derartige Zellinien. Die exprimierten Cytochrom P450 
2D6-AUele konnen entsprechend der Haufigkeit ihres Auftretens in einer zu testenden 
Population ausgewahlt werden. Zum Beispiel wird das erfindungsgemaBe Testsystem, fells 
die in einer Population am haufigsten auftretenden AUele die hCYP2D6-M^ *1, *J0 und 
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*J7 sind, drei Zellinien enthalten, die jeweils eines dieser Allele exprimieren. In einer 
bevorzugten Ausahrungsform werden die £xv£hCYP2D6- Allele *7, *2, *P, *I0 und *77, die 
fur funktionales Enzym kodieren, heterolog in einem zeflularen System exprimiert. Eine 
bevorzugte Zelle fur eine Expression weist normalerweise keine Cytochrom P450-Aktivitat 
5 auf. Das Expressionsniveau und die enzymkinetischen Eigenschaften des erfindungsgemaBen 
rekombinanten hCYP2D6-exprimierenden Systems entsprechen bevorzugt sowohl der 
physiologischen Situation als auch denen vergleichbarer Expressionssysteme. Ein 
bevorzugtes Expressionssystem sind eukaryotische Zellen, insbesondere Saugerzellen, und 
am besten Fibroblastenzellen. In einer Ausfilhrungsform entstammen die Zellen dem 

10 Chinesischen Hamsters und sind bevorzugt Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters 
oder davon abgeleitete Zellen, insbesondere V79-Zellen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird cDNA exprimiert. Das erfindungsgemaBe Testsystem ist bevorzugt 
zur umfossenden in vitro Darstellung des humanen Cytochrom P450 2D6-Polymorphismus 
geeignet. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ermoglicht das Testsystem die 

15 Eigenschaften der fiinf bekannten fiinktionalen Formen humanen Cytochroms P450 2D6 
unter standardisierten experimentellen Bedingungen zu priifen und zu vergleichen. Bevorzugt 
werden erfindungsgemafi parentale bzw. Schein-transfizierte Zellinien als Negativkonktrolle 
eingesetzt werden. 

20 Die Zellinie V79 wurde in den 50er Jahren aus morphologisch und neoplastisch 
transformierten Lungenfibroblasten eines adulten mannlichen Chinesischen Hamsters 
etabliert. Die Entstehung der Zellinie V79 wurde nicht veroffentlicht. Aus der Beschreibung 
der Versuchsreihe zur Etablierung von Zellinien aus dem Lungengewebe des Chinesischen 
Hamsters kann durch Analogie auf die Entstehung der Zellinie V79 geschlossen werden 

25 (Ford und Yerganian, 1958). Sie hat seitdem breite Anwendung in Toxizitats- und 
Mutagenitatsstudien gefunden (Bradley et al. 9 1981; Chu und Mailing, 1968; Doehmer, 1993; 
Sawada und Kamataki, 1998; Swierenga et aL, 1991) und ist nach den OECD Guidelines for 
the Testing of Chemicals zertifiziert. 

30 Die in dem erfindungsgemaBen Testsystem eingesetzten V79-Zellinien konnen bereits 
etablierte V79-Zellinien sein. 
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Allerdings unterscheiden sich die bakannten V79-Zellinien teilweise deutlich voneinander. 
Besonders bevorzugt ist der Subklon V79MZ. Im Gegensatz zu anderen V79-Zellen wachst 
dieser Subklon an ein Substrat angeheftet ohne sich davon zu losen. Ferner besitzt dieser 
Subklon im Gegensatz zum Beispiel zu V79NH-Zellen keine Acetyltransferase-Aktivitat, die 
die mit dem erfindungsgemaBen Testsystem durchgefuhrten Messungen beeinflussen konnte. 
Daher weist das erfindungsgemaBe Testsystem in V79MZ-Zellen deutUche Vorteile auf. 

Bevorzugte erfindungsgemaBe Cytochrom P450 2D6 exprimierende Zellinien sind daher die 
am 15.02.2000 bei der DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH unter den Zugangsnummern DSM ACC2446, DSM ACC2447, DSM ACC2448, 
DSM ACC2449 und DSM ACC2450 hinterlegten Zellinien V79MZh2D6*l, 
V79MZh2D6*2, V79MZh2D6*9, V79MZh2D6*10 und V79MZh2D6*17. 

Mit der Bereitstellung des erfindungsgemaBen hCYP2C-exprimierenden Testsystems steht 
der humane Phase I-Arzneimittel-Metabolismus praktisch voUstandig als in vzTro-Testsystem 
zur Verfiigung. Die erfindungsgemaBen Zellinien eignen sich zur Identifizierung der fur ein 
bestimmtes Substrat metabolisch kompetenten Cytochrom P450-Isoformen, zur Aufklarung 
von Metabolitenprofilen und Substrat-Bindungsmechanismen, zur Untersuchung von 
Enzymkinetiken und ATzneimittel-Wechselwirkungen soAvie zu Studien zur Zyto- und 
Genotoxizitat. 

Das erfindungsgemaBe Testsystem in eukaryotischen Zellen ist fiir metabolische Studien der 
funktionellen Isoformen humanen Cytochroms P450 2D6 geeignet. Es vermeidet dabei die 
ethische Problematik bei Verwendung menscbJichen oder tierischen Organmaterials. 
Weiterhin bietet das Testsystem den VorteU exakt definierter und standardisierbarer 
Versuchsbedingungen, die mit in wvo-Systemen oder nativen Gewebeproben wegen der 
auBerordentfichen Komplexitat und der inter-individueUen VariabilitM des Materials nicht 
erreichbar sind. So ist in komplexen Systemen die Identifizierung der metabolisch 
kompetenten Cytochrome P450 nur indirekt moglich, etwa durch Inhibitionsstudien durch 
inhibitorische Antikorper oder inhibitorisch wirkende Chemikahen nach Induktion der zu 
untersuchenden Isoform mittels bestimmter ChemikaUen wie Dexamethason, Phenobarbital 
Oder Dioxin. Die indirekte Identifizierung hat nur indikativen Wert, da inhibitorische 
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Antikdrper selten vollstandig hemmen oder nicht spezifisch genug sind. Inhibitorisch 
wirkende Chemikalien sind in keinem Fall Cytochrom P450-spezifisch. Induzierende 
Chemikalien konnen irrefuhrend sein, da eine geringfugige Stimulation anderer Cytochrome 
P450 eine Beteiligung des hauptsachlich induzierten Cytochroms P450 uberlagern kann. Die 
5 erfindungsgemaBe heterologe Expression erlaubt hingegen die direkte und eindeutige 
Zuordnung von Cytochrom P450-Isoformen und Metaboliten. 

Das erfindungsgemaBe Testsystem bietet gegeniiber Studien mit aufgereinigtem Enzym den 
Vorteil, daB die Zellen ohne aufwendige Aufreinigungsschritte verwendet werden konnen. 

10 Zudem vermeidet das erfindungsgemaBe System eine Veranderung der Substratspezifitat der 
getesteten Cytochrom P450 2D6-Formen oder eine Verunreinigung der zu testenden Enzyme 
durch eine Aufreinigung. Das System in Saugerzellen bietet weiterhin den Vorteil, daB es z.B 
gegeniiber Hefezellen relevante und wichtige biologische und metabolische Endpunkte und 
eine metabolische Kompetenz bietet, die denen eines Tieres oder des Menschen vergleichbar 

15 sind. Das erfindungsgemaBe System in V79-Zellen hat insbesondere den Vorteil, daB diese 
Zellen eine Vielzahl toxikologischer Endpunkte bei niedrigem und stabilem HBntergrund 
bieten und sich daher besonders fiir Mutagenitats- und Toxizitatsstudien eignen (Bradley et 
cd. y 1981). Insbesondere zeichnen sich V79-Zellen gegenuber alien anderen Saugerzellinien, 
einschlieBlich humanen Zellinien, durch einen auBergewohnlich stabilen, pseudodiploiden 

20 Karyotyp mit konstanter Chromosomenzahl aus, der auch nach Transfektion mit Fremd- 
DNA erhalten werden kann (Doepker et al y 1998; Simi et al y 1999). Dies ist im KGnblick auf 
zytogenetische Endpunkte entscheidend. Die Stabilitat der Zellen ist weiterhin wichtig fur 
eine zuverlassige Untersuchung gemaB der erfindungsgemaBen Verfahren. Die 
Verdopplungszeit von V79-Zellen ist mit weniger als 12 Std. im Vergleich zu alien anderen 

25 Zellinien die bislang kurzeste. Vor allem exprimieren V79-Zellen kein endogenes Cytochrom 
P450 (Kiefer und Wiebel, 1989; Onderwater et al y 1996) Insbesondere konnte fur die 
Zellinie V79MZ gezeigt werden, dass kein endogenes Cytochrom P450 exprimiert wird und 
die Zellen sind daher fur das transfizierte Cytochrom P450-Isoenzym exakt definiert. Daruber 
hinaus konnte fur die Zellinie V79MZ gezeigt werden, dass die Zellen adharent in 

30 Einzelschichten wachsen und in Kultur einen stabilen Phanotyp zeigen. 
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Weiterhin werden in V79-Zellen Ham sowie Cytochrom b 5 in ausreichender Menge endogen 
synthetisiert (Onderwater et al, 1996). Im Gegensatz dazu ist bei stark exprimierenden 
Systemen wie Baculovirus-infizierten Insektenzellen die endogene Ham-Synthese fur die 
Sattigung des exprimierten Cytochroms mit prosthetischem Ham nicht ausreichend (Asseffa 
et al., 1989; Barnes et al, 1994; Buters et al, 1994; Paine et al, 1996). Bei dem 
erfindungsgemaBen System unter Verwendung von V79-Zellen ist eine Supplementierung mit 
Oder Koexpression von Cytochrom P450-NADPH-Oxidoreduktase nur in Ausnahmefallen 
notwendig (Schneider et al., 1996). Jedoch werden erfindungsgemaB auch Testsysteme 
umfaBt, die Zellinien enthalten, die funktionale Formen humanen Cytochroms P450 2D6 und 
eine Cytochrom P450-NADPH-Oxidoredukta S e und/oder Cytochrom b 5> bevorzugt 
menschlichen Ursprungs, coexprimieren. Das erfindungsgemaBe System bietet weiterhin den 
Vorteil, daB die zu exprimierenden Nukleinsauresequenzen, insbesondere cDNA-Sequenzen, 
nicht wie bei Expression in E. coli adaptiert werden miissen (Sengstag et al, 1994). 
Weiterhin sind geeignete intrazellulare Membransysteme zur Cytochrom P450-Inkorporation 
vorhanden, so daB keine nachtragUche Rekonstitution erforderlich ist (GiUam et al, 1995). 
V79-Zellen sind auBerdem im Gegensatz zum Beispiel zu HefezeUen fur viele Substrate 
permeabel. MetaboUsmus-Untersuchungen kdnnen daher auch unter Ausnutzung des 
zeUeigenen Stoffwechsels, beispielsweise zur NADPH-Regeneration, direkt in der Zellkultur 
durchgefuhrt werden. 

ErfindungsgemaB bereitgestellt wird ein Kit, der das erfindungsgemaBe Testsystem von 
humanes Cytochrom P450 2D6 exprimierenden Zellinien enthalt. Der erfindungsgemaBe Kit 
kann die erfindungsgemaBen Cytochrom P450 2D6 exprimierenden Zellinien und/oder ein 
Lysat und/oder eine mikrosomale Fraktion davon und/oder eine tur Cytochrom P450 2D6 
angereicherte Fraktion und/oder aufgreinigtes Cytochrom P450 2D6 enthalten. Als weitere 
Bestandteile kann der erfindungsgemaBe Kit z.B. Wachstumsmedien, Kontrollsubstanzen und 
-zeUen, Leberextrakt, -homogenat und/oder -mikrosomen und/oder Stoffwechsel-aktive 
ZeUen, wie primaren Hepatozyten-Kulturen und/oder Stoffwechsel-aktive Enzyme, wie 
Cytochrome P450 usw. umfassen. 

Im nachfolgenden werden verschiedenen Verwendungsmoglichkeiten des erfindungsgemaBen 
Testsystems mit den humanes Cytochrom P450 2D6 exprimierenden Zellen beschrieben. Die 
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erfindungsgemaBen Verfehren erfolgen entweder mit ganzen Zellen, einem Lysat oder einer 
mikrosomalen Fraktion davon, einer fur Cytochrom P450 2D6 angereicherten Fraktion oder 
mit aus den erfindungsgemaBen Cytochrom P450 2D6 exprimierenden Zellen aufgereinigtem 
Cytochrom P450 2D6. In einer Ausfuhrungsform sollen die erfindungsgemaBen Zellen in 
Kombination mit Leberextrakt, -homogenat und/oder -mikrosomen und/oder Stoffwechsel- 
aktiven Zellen, wie primaren Hepatozyten-Kulturen und/oder Stoflwechsel-aktiven Enzymen, 
wie weitere Cytochrome P450, Carboxylesterasen, Exoxidhydrolasen, Flavin-enthaltende 
Monooxigenasen, N-Acetyltransferasen, Sulfotransferasen, Glutathion S-Transferase, 
Methyltransferasen, Monoamin- und Diaminoxidasen usw., Anwendung finden. 

Die Zellen lassen sich auch in der Kombination mit Elektroden zur Kultivierung auf Silizium 
oder ahnlichem Material zur direkten Kopplung von Enzym und Datentragern einsetzen und 
als metabolisch kompetente BioChips in der Pharmakologie und Toxikologie verwenden. 

Das erfindungsgemaBe Testsystem humanes Cytochrom P450 2D6 exprimierender Zellinien 
kann in der Untersuchung einer genetisch bedingten Toxizitat von bestimmten Metaboliten, 
wie Arzneistoffen verwendet werden. Weiterhin ermoglicht das erfindungsgemaBe System 
die Untersuchung und Bestimmung der metabolischen Aktivierung von kanzerogenen 
Substanzen und ermoglicht somit die Bestimmung einer kanzerogenen Wirkung bestimmter 
Verbindungen, insbesondere in Abhangigkeit der Form des exprimierten humanen 
Cytochroms P450 2D6. Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Identifikation von mutagenen, kanzerogenen oder toxischen Wirkungen von Substanzen, 
wobei die erfindungsgemaBen humanes Cytochrom P450 2D6 exprimierenden Zellinien mit 
der zu untersuchenden Substanz kontaktiert werden. Eine mutagene Wirkung kann zum 
Beispiel durch die Messung von gegenuber bestimmten Zellgiften, wie Antibiotika, 
resistenten Zellen oder Stoffwechsel-veranderten Zellen, wie das Auftreten eines 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT)-negativen Phanotyps, 
nachgewiesen werden. Eine toxische Wirkung der zu testenden Substanz kann beispielsweise 
durch ein Absinken der Uberlebensfahigkeit der erfindungsgemaBen Zellinien ermittelt 
werden. Eine kanzerogene Wirkung kann durch Auftreten eines entarteten 
Teilungsphanotyps der erfindungsgemaBen Zellinien, wie unbegrenzte Teilungsiahigkeit, oder 
aufgrund der Fahigkeit der erfindungsgemaBen Zellinien, Tumore in Versuchstieren zu 
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erzeugen, getestet werden. Das erfindungsgemaBe Testsystem ermdghcht dabei eine hohe 
experimented Sensitivitat und ermogUcht die Untersuchung der metabolischen Funktionen 
verschiedener polymorpher Formen des funktionalen humanen Cytochroms P450 2D6. 

Die Eignung des erfindungsgemaBen Systems von Zellinien als analytisches Werkzeug in der 
praklinischen Arzneimittel-Entwicldung wurde erfindungsgemaB am Beispiel der 
pharmakologisch und toxikologisch wichtigen 4-Hydroxylierung des Brustkrebs- 
Therapeutikums Tamoxifen demonstriert. Die Ubereinstimmung der katalytischen 
Eigenschaften der neuen polymorphen Zellinien mit den Ergebnissen fruherer in vitro- und in 
vzvo-TJntersuchungen demonstriert die Eignung der neuen Zellbatterie zur in vitro- 
Darstellung des hCYP2D6-Polymorphismus. Mit den erfindungsgemaBen Zellinien sind 
erstmals vergleichende enzymkinetische Untersuchungen fur die verschiedenen polymorphen 
menschlichen hCYP2D6-Formen mfiglich. Die erfindungsgemaBen Zellinien sind besonders 
zur Identifizierung der an komplexen Metabohsmus-Situationen beteiligten Cytochrom P450 
Isoformen und der Aufklarung ihrer Metabolitenprofile geeignet, weil sie fur einzelne 
Isoformen exakt definiert sind und ein Arbeiten unter standardisierten, reproduzierbaren 
Bedingungen ermdglichen. In Obereinstimmung mit den Ergebnissen aus der hCYP2D6- 
spezifischen Bufuralol-Hydroxylierung konnte auBerdem erfindungsgemaB gezeigt werden, 
daB Trager der Allele hCYP2D6*17 und insbesondere hCYP2D6*J0 deuthch niedrigere 
Plasmaspiegel an 4-Hydroxy-Tamoxifen entwickeln als Trager der ubrigen funktionalen 
Allele. Weil 4-Hydroxy-Tamoxifen mindestens lOOfach starker anti-ostrogen ist als 
Tamoxifen selbst, konnen individueUe Unterschiede in der Bttdung dieses aktiven 
MetaboKten fur den therapeutischen Effekt von erhebhcher klinischer Bedeutung sein. 

Somit betriflft die Erfindung in einem weiteren Aspekt ein Verfahren der praklinischen 
Arzneimittel-Entwicklung unter Verwendung des erfindungsgemaBen Testsystems. Dabei 
soUen in v/fro-Studien Knweise auf hCYP2D6-Polymorphismus-abhangige Unterschiede des 
in vzvo-Metabohsmus verschiedener Verbindungen, einschlieBUch Arzneistoffe, wie 
Tamoxifen liefern. Ausgepragte inter-individuelle Unterschiede bei der metabolischen 
Prozessierung, was in einer Bfldung pharmakologisch weniger aktiver oder potenterer 
Metaboliten resultiert, wie die Bildung von 4-Hydroxy-Tamoxifen aus Tamoxifen, muBten 
meglicherweise bei der Festlegung der therapeutischen Dosis berucksichtigt werden. 
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Weiterhin ermoglicht das erfindungsgemaBe Testsystem die Identifizierung von Individuen, 
die aufgrund der metabolischen Aktivitat oder Defizienz der spezifisch exprimierten 
Cytochrom P450 2D6-Formen zu einer Risikogruppe zahlen. Derartige Individuen zeichnen 
sich z.B. durch eine metabolische Konversion von Xenobiotika zu toxischen, mutagenen oder 
5 karzinogenen Formen oder eine fehlende Entgiftung von Arzneistofifen oder anderen 
Xenobiotika aus. 

Zur Messung der 4-Hydroxylierung von Tamoxifen werden die Zellen des 
erfindungsgemaBen Testsystems oder z.B. ein Homogenat davon mit Tamoxifen zur 
10 Reaktion gebracht Das Reaktionsprodukt, 4-Hydroxy-Tamoxifen, kann sodann mit 
bekannten Verfahren gemessen werden. Unterschiede in der Menge des Reaktionsprodukts 
zwischen den verschiedenen Zellinien des erfindungsgemaBen Testsystems zeigen, ob 
Tamoxifen durch die verschiedenen Formen humanen Cytochroms P450 2D6 metabolisiert, 
schlecht metabolisiert oder nicht metabolisiert wird. 

15 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren zum Screening von Arzneistoffen unter Verwendung 
des erfindungsgemaBen Testsystems von Cytochrom P450 2D6 exprimierenden Zellinien 
bereitgestellt. Das Verfahren ermoglicht ein Auffinden von Substanzen, die durch die 
verschiedenen Formen oder durch bestimmte Formen humanen Cytochroms P450 2D6 

20 metabolisiert oder nicht metabolisiert werden. Dabei wird eine zu testende Substanz 
nacheinander mit den verschiedenen Zellinien des erfindungsgemaBen Testsystems 
kontaktiert und ein metabolisches Produkt gemessen. Das Vorhandensein eines 
metabolischen Produkts weist darauf hin, daB die jeweilige Form von humanem Cytochrom 
P450 2D6 zur Metabolisierung des Stoffes in der Lage ist. Somit ermoglicht dieses 

25 erfindungsgemaBe Verfahren zum Beispiel ein Auffinden von neuen Arzneimitteln, die 
Derivate bereits bekannter Verbindungen sind und eine pharmakologische Wirkung 
beibehalten, wobei sie jedoch nicht oder weniger stark metabolisiert werden. Femer 
ermoglicht dieses Verfahren ein Auffinden von Substanzen, die besser metabolisiert werden 
und dadurch eine schnellere Entgiftung des Korpers gewahrleisten. 

30 

Zum Beispiel konnen verschieden modifiaerte Formen von Tamoxifen, die vorzugsweise 
pharmakologisch aktiv sind, mit den Zellen des erfindungsgemaBen Testsystems oder z.B. 
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einem Homogenat davon kontaktiert und zur Reaktion gebracht werden. Die Menge 
bestimmter Metaboliten als Reaktionsprodukte, wie eine 4-hydoxylierte Form, zeigt, ob eine 
modifizierte Form von Tamoxifen gut oder schlecht von den verschiedenen oder bestimmten 
Formen humanen Cytochroms P450 2D6 umgesetzt wird. 

5 

In einem weiteren Aspekt betriffi: die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Nachweis 
neuer Allele von hCYP2D6. GemaB dieses erfindungsgemaBen Aspekts wird ein in Frage 
stehendes Allel heterolog exprimiert. Eine bevorzugte Zelle fiir eine Expression weist 
normalerweise keine Cytochrom P450-Aktivitat auf Das Expressionsniveau und die 

10 enzymkinetischen Eigenschaften des exprimierenden Systems entsprechen bevorzugt sowohl 
der physiologischen Situation als auch denen vergleichbarer Expressionssysteme. Ein 
bevorzugtes Expressionssystem sind eukaryotische Zellen, insbesondere Saugerzellen, und 
am besten Fibroblastenzellen. Li einer Ausfiihrungsform entstammen die Zellen dem 
Chinesischen Hamsters und sind bevorzugt Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters 

15 oder von diesen abgeleitet, insbesondere V79-Zellen und mehr bevorzugt der Subklon 
V79MZ. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird cDNA exprimiert. Sodann wird die 
Zellinie, die das in Frage stehende Allel exprimiert, im Hinblick auf den Metabolismus einer 
oder mehrer Verbindungen, einschlieBlich Arzneistoffe, wie Tamoxifen getestet und mit dem 
Metabolismus des erfindungsgemaBen Testsystems verglichen, das bevorzugt drei bis filnf 

20 der hCYP2D6-Allele *7, *2, *9, */0 und *77 exprimiert. Ausgepragte Unterschiede bei der 
Bildung von bestimmten Metaboliten, wie die Bildung von 4-Hydroxy-Tamoxifen, weist 
darauf hin, daB es sich bei dem in Frage stehenden Allel um ein neues hCYP2D6-AHel 
handelt. Sodann konnen das in Frage stehende oder neue Allel und das exprimierte 
Genprodukt gemaB bekannter Verfahren weiter analysiert werden, umfassend eine 

25 Bestimmung der Nukleinsaure- und der kodierten Aminosauresequenz. Durch einen 
Vergleich mit den bereits bekannten hCYP2D6-A&z\zn kann das neue Allel weiter 
charakterisiert werden und so Unterschiede in der Nukleinsauresequenz, wie Mutationen, 
Insertionen oder Deletionen, oder Aminosauresequenz, wie Substitutionen, Insertionen oder 
Deletionen, bestimmt werden. 

30 

In einem weiteren Aspekt betriffi die Erfindung ein Verfahren zur einfachen und exakten 
Quantifizierung des Cytochrom P450-Gehaltes, insbesondere hCYP2D6-Gehalts, mittels CO- 
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Differenzspektren. Durch Solubilisierung des Cytochroms P450 mit dem nicht-ionischen 
Detergenz Emulgen 913 und anschlieBende Zentrifugation zur Minimierung der Trubung im 
Solubilisat wird die Sensitivitat des MeBverfahrens bis urn den Faktor 3000 gegeniiber 
bekannten MeBverfahren auf Basis von CO-Differenzspektren gesteigert. 

In einer bevorzugten AusfRihrungsform erfolgt die Quantifizierung des Cytochrom P450- 
Gehalts in einem zellularen Expressionssystem, wie dem erfindungsgemaBen 
Expressionssystem. Das erfindungsgemaBe Quantifizieningsverfahren ermoglicht bevorzugt 
einen direkten Vergleich der polymorphen hCYP2D6-Formen. Durch das erfindungsgemaBe 
Verfahren ist es moglich mit lOOfach weniger Zellen als bisher CO-Differenzspektren in 
einem zellularen System aufeunehmen. Die exakte Quantifizierung des Cytochroms P450 mit 
HBlfe des erfindungsgemaBen Verfahrens erlaubt Vergleiche orthologer oder polymorpher 
Isoformen unter definierten Bedingungen durchfuhren. 

Bevorzugt umfesst das erfindungsgemaBe Verfahren die folgenden Schritte: 

(a) Gewinnung von Zellhomogenat 

(b) Zugabe von Emulgen 9 1 3 zu dem Zellhomogenat 

(c) Entfernen von unloslichem Material 

(d) Aufzeichnen des reduzierten Spektrums 

(e) Sattigung mit Kohlenmonoxid 

(f) Messung des CO/reduzierten Spektrums. 

(g) Ableiten des Cytochrom P450-Gehaltes anhand der Spektren 

Aus den beiden erhaltenen Spektren wird in Schritt (g) das CO/reduzierte versus reduzierte 
Spektrum (CO-Dififerenzspektrum) berechnet und hieraus die Cytochrom P450- und 
Cytochrom P420-Konzentration abgeleitet. 

Die Herstellung des Zellhomogenats erfolgt bevorzugt durch Schockfiieren und Aufbrechen 
der Zellen in flussigem Stickstoff Bevorzugt werden dem Zellhomogenat Proteasehemmer 
wie PMSF zugesetzt. Bevorzugt erfolgt die Zugabe von Emulgen 913 in Schritt (b) 
zusammen mit einem Puffer, wie 100 mM Natriumhydrogenphosphat, pH 7,4, 10 % (v/v) 
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Glycerin. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird Emulgen 913 in einer 
Endkonzentration von 0,25 % (w/v) zugegeben. Nach Zugabe von Emulgen 913 wird 
membrangebundenes Cytochrom bevorzugt durch Riihren anf Eis solubilisiert und das 
unlosliche Material in Schritt (c) durch Zentrifugation entfernt. Die von unldslichem Material 
befreite Suspension kann vor der Messung mit Natriumdithionit reduziert werden. Die 
Spektren werden bevorzugt zwischen 400 und 500 nm aufgezeichnet und 
Extinktionskoeffizienten von 91 mMW 1 und 110 mMW 1 zur Berechnung der 
Cytochrom P420-und Cytochrom P450-Konzentration eingesetzt. 



Die hier verwendeten Abkurzungen besitzen die folgende Bedeutung: 

AuBer den im Duden gebrauchlichen Akurzungen, den iiblichen Codes fur Arninosauren und 
Nukleotide sowie den gangigen Kurzeln fiir Restriktionsenzyme, Polymerasen, usw. wurden 
verwendet: 



A 


Absorption 


APS 


Ammoniumpersulfat 


bp 


Basenpaar(e) 


BSA 


Rindersemmalbumin 


cDNA 


komplementare Desoxyribonukleinsaure 


CMV 


Cytomegalovirus 


Cytbs 


Cytochrom bs 


Cytc 


Cytochrom c 


CYP 


Cytochrom P450-Protein, -mRNA -cDNA 


CYP 


Cytochrom P450-Gen 


CYPOR 


NADPH-abhangige Cytochrom P450-Oxidoreduktase 


Da 


Dalton 


DEPC 


Diethylpyrocarbonat 


DMEM 


Dulbecco's Modified Eagle's Medium 


DMSO 


Dimethylsulfoxid 


DNA 


Desoqribonukleinsaure 
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dNTP 
ECL 
E. coli 
EDTA 
5 EM 
FCS 
FTTC 
G418 
H 

10 HEPES 

IM 

kbp 

kDa 

Km 
15 LB 

LMW 

LTR 

MPSV 

MR 
20 M r 

NADP + 

N ADPH + H* 

OD 

P 

25 PAGE 

PBS 

PCR 

PEG 

pK B 
30 PMSF 

PM 

RSV 
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Desoxynukleosidtriphosphat 
Enhanced Chemilumineszenz 
Escherichia coli 
Ethylendiamintetraacetat 
extensive metabolizer 
Fotales Kalberserum 
Fluorescein-Isothiocyanat 
Geneticin 418-Sulfat 
Homogenat 

N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-ethansulfon^ 

intermediate metabolizer 

Kilobasenpaare 

Kilodalton 

Michaelis-Menten-Konstante 

Luria Broth 

low molecular weight 

long terminal repeat 

Myeloproliferativer Sarkoma Virus 

metabolic ratio 

relatives Molekulargewicht 

^^lkotinamid-Adenin-Dinukleo1id■-Phosphat, oxidiert 
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduziert 
optische Dichte 
Pellet 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

phosphatgepufferte Salzlosung ohne Mg 2+ und Ca 2+ 

Polymerase-Kettenreaktion 

Polyethylenglykol 

Basenexponent 

Phenylmethylsulfonylfluorid 

poor metabolizer 

Rous-Sarcoma-Vims 
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SDS 

SV40 

TAM 

TEMED 

Tris 

TRITC 

TSS 

U 

UM 
upm 

V79-Zellen 

V79MZ-Zellen 

V79MZCYP-ZeIIen 

V79MZh2D6-Zellen 



v max 

% (m/v) 
% (v/v) 
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Natriumdodecylsulfat 
Simian- Virus 40 
Tamoxifen 

N, N, N', N'-Tetramethylendiamin 

Tris-(hydroxymethyl)-aininomethan 

Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat 

transformation storage solution 

Unit(s) (Enzymeinheit(en)) 

ultrarapid metabolizer 

Umdrehungen pro Minute 

V79 Chinesische Hamster Fibroblasten 

V79 Chinesische Hamster Fibroblasten, Mainzer Subklon 

gentechnisch veranderte V79MZ-Zellen, die heterolog 

Cytochrom P450 exprimieren 

gentechnisch veranderte V79MZ-Zellen, die humanes 

Cytochrom P450 2D6 exprimieren 

maximale Reaktionsgeschwindigkeit 

Massenprozent 

Volumenprozent 



Speziesabkurzungen: 

b Rind 

h Mensch 

m Maus 

r Ratte 

f Fisch (Stenotonus chrysops) 
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Die Erfindung wird weiter durch die folgenden Zeichnungen erlautert: 

Figur 1 zeigt die Struktur der erfindungsgemaB exprimierten hCYP2D6-cDNAs. Die 
Wildtyp-cDNA hCYP2D6*l kodiert fur das native hCYP2D6 1 mit Val 374 (GenBank # 
5 gl81349; SwissProt # P10635; Crespi et al., 1995; Gonzalez et al, 1988). Die Mutationen 
der cDNAs hCYP2D6*2, *9, *10 und *17 gegenuber der Wildtyp-cDNA hCYP2D6*l sind 
markiert. Die Positionen sind nach Kimura et al. (1989) angegeben. 

Figur 2 zeigt die Struktur des ursprunglichen Vektors pSV450r2Bl (Doehmer et al., 1988). 

10 Der Vektor enthalt die folgenden Elemente: Fragment EcdR. I - BamH I: aus dem SV40 
Affenvirus (GenBank # J02400; Fiers et al. 1978); Fragment BamH I - Pvu II: 
Expressionskassette, die stabil in das Genom der V79-Zellen integriert werden muB; 
Fragment BamH I - Bgl II: enthalt das fruhe SV40 Polyadenylierungs-Signal, von SV40 
abgeleitet; Fragment Bgl U - Hind HI: inserierte cDNA; Fragment Hind m - Pvu II: enthalt 

15 den fruhen SV40 Promotor, von SV40 abgeleitet; Fragment Pvu H - EcoR I: aus pBR322 
(GenBank # J01749). 

Figur 3: zeigt den Expressionsvektor pSV450h2D6 zur Expression von hCYP2D6-cDNAs; 
vgl. Figur 1. Zur Transfektion wurde der Expressionsvektor pSV450h2D6 mit Sea I 
20 linearisiert. 

Figur 4 zeigt den Expressionsvektor pcDNA3.1Hygro(+)h2D6. Die cDNA steht unter 
Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV)-Promotors. Das Hygromycin B-Resistenzgen wird 
uber den fruhen SV40 Promotor reguliert. Beide Expressionskassetten mussen stabil in das 
25 Genom der V79-Zellen integriert werden. Zur Transfektion wurde der Vektor mit Ssp I 
linearisiert. 

Figur 5 zeigt die Linkerregionen zwischen fruhem SV40 Promotor und hCYP2D6-cDNA 
sowie hCYP2D6-cDNA und fruher SV40 Polyadenylierungssequenz im Expressionsvektor 
30 pSV450h2D6. Die Kozak-Sequenz ist wichtig fiir eine hohe Translationsrate der mRNA 
(Kozak,' 1987; Kozak, 1990). 
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Figur 6 zeigt die relativen Positionen und Orientierungen der in der Erfindung verwendeten 
Primer am Plasmid P SV450h2D6. Die Primer 16298 und 16299 sind zu den Enden des 
Templates 16300, die Primer 19176 und 19177 zu den Enden des Templates 19183 
komplementar. Die Primer 18383 und 18384 sind zu Bereichen ca. 50 Basenpaare 
stromaufwarts bzw. 30 Basenpaare stromabwarts des Polylinkers des Vektors 
pcDNA3. lHygro(+) komplementar. 

Figur 7 zeigt eine Uchtmikroskopische Aumahme parentaler V79MZ-Zellen im 
Phasenkontrast bei 200facher VergroBerung bei knapp 50%iger (links) und 100%iger 
(rechts) Konfluenz. Die Zellen wachsen flach am Boden angeheftet und besitzen zahlreiche 
Nukleoli. Mitotische Zellen, idealerweise etwa 3% aller Zellen, runden sich voriibergehend 
ab. 

Figur 8 zeigt durch Transfektion morphologisch veranderte V79MZ-Zellen am Beispiel der 
Klone V79MZh2D6*9#C6 (a), V79MZfl Al#2 (b) und V79MZh2El#13 (c) im Vergleich zu 
parentalen V79MZ-Zellen (d) im Phasenkontrast bei 200facher VergroBerung. 
Einige Zellen waren stark vergroBert, rundlich und auffallend haufig polyploid (b und c). 
Wahrend der gesamten Kultivierung war ein Anteil von etwa 2-3 % abgestorbener Zellen 
vorhanden (helle Flecken in a, b und c). Die Verdopplungszeit war erhoht. In einigen Fallen 
wurde auch bei andauemder Kultivierung eine Konfluenz von ca. 70 % nicht uberschritten (b 
und c). Morphologisch veranderte Klone wurden verworfen. 

Figur 9 zeigt eine In «Vw-Immunfluoreszenz-Aufhahme. 

a) Kontrollmischung: V79MZh2D6*l-S-Zellen sind intensiv gefarbt, parentale V79MZ- 
Zellen nicht. 

b) HomogenerKlon V79MZh2D6*2 

c) Konfokale Laser-Scaiming-lVQkroskopie zum Nachweis der Lokalisation des 
hCYP2D6 im endoplasmatischen Retikulum. 

d-f) Doppelfarbung des homogenen Klones V79MZh2D6*l-hOR: Die hCYPOR ist rot 
gefarbt (d), das hCYP2D6 1 grim (e). Bei Doppelbelichtung des Filmes aberlagern 
sich die Farbungen zu gelb (f). 
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g-h) Kontrollmischung zur Doppel-farbung: V79MZh2D6* 1 -hOR-Zellen erscheinen in der 
Doppelbelichtung (i) gelb, V79MZh2D6*l-Zellen rot und V79MZhOR-Zellen griin. 

Figur 10 zeigt einen Acetonitril-Gradienten zur Trennung von Tamoxifen und seiner 
Metabolite. Als Laufinittel A wurde Wasser, 1 % Essigsaure und als Laufinittel B Acetonhril, 
1 % Essigsaure verwendet 

Figur il zeigt einen Western-Blot der erfindungsgemaBen V79MZh2D6-Zellinien. 
Aufgetragen wurden jeweils 5 jul Zellhomogenat, entsprechend 5 - 15 ng Zellprotein. 

Figur 12: Solubilisierung mit Emulgen 913. A. CO-Differenzspektrum der ZeUinie 
V79MZh2D6*l nach Solubilisierung in Emulgen 913 im Vergleich zur Negativkontrolle 
V79MZmockneo. Das charakteristische Maximum bei 450 nm war durch die Solubilisierung 
urn etwa 1,8 nm blauverschoben. B. Western-Blot zum Nachweis der quantitativen 
Solubilisierung des Cytochroms P450. Aufgetragen wurden je 5 ng Zellprotein des 
solubilisierten Zellhomogenates vor Zentrifuga-tion (H), des Solubilisates nach 
Zentrifiigation (S) und des in einem entsprechenden Volumen resuspendierten Pellets (P). 

Figur 13 zeigt CO-Differenzspektren der Zellinie V79MZhlAl, aufgezeichnet 0, 5, 15, 30 
und 60 min nach Sattigung der Probe mit Kohlenmonoxid. Mit der Zeit wird Cytochrom 
P450 durch reaktive Sauerstoflfspezies zu Cytochrom P420 degradiert. 

Figur 14: EinfluB von Quinidin auf die Stabilitat von hCYP2D6. A. CO-Diflferenzspektren 
der Zellinie V79MZh2D6*9 nach Zellaufizucht mit und ohne Quindin im Kulturmedium. B. 
Western-Blot von solubilisiertem Zellhomogenat vor der Zentrifugation. Vergleichend 
wurden jeweils 5 ng Zellprotein von Zellen, die ohne (-Q) und mit (+Q) Quindin im 
Kulturmedium aufgezogen wurden, aufgetragen. 



Figur 15 zeigt die Hydroxylierung von Bufuralol. A: Strukturformel von Bufiiralol. (+)- 
Bufuralol wird am C r , (-)-Bufiiralol am C 4 hydroxyUert. B: HPLC-Profil nach Inkubation mit 
Homogenat der Zellinie V79MZh2D6*l (links) im Vergleich zur Negativkontrolle 
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V79MZmockneo (rechts). Die Retentionszeiten betrugen fur Hydroxy-Bufuralol ca. 8 mi 
und fur Bufuralol ca. 22 min. 



Figur 16 zeigt die Inhibition der Bufuralol-Hydroxylierung durch den hCYP2D6-spezifischen 
Inhibitor Quinidin am Beispiel von hCYP2D6 1. 

Figur 17 zeigt die Kinetik der (+)-Bu&ralol-r-Hydroxyherung, gemessen mit Homogenat 
derZellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17. 

Figur 18 zeigt die Strukturformeln des Winisch verabreichten Z-Tamoxifens (links) und seines 
Konfigurations-isomeren E-Tamoxifen (rechts). Die Position der 4-Hydroxylierung am Z- 
Tamoxifen ist angegeben. 

Figur 19 zeigt ein HPLC/MSD-Profil nach Inkubation mit Homogenat der Zellinie 
V79MZh2D6*l (links) im Vergleich zur Negativkontrolle V79MZmockneo (rechts). Die 
Retentionszeiten betrugen fur E- bzw. Z-4-Hydroxy-Tamoxifen ca. 5,5 min bzw. 6,2 min, fur 
Tamoxifen-l,2-Epoxid ca. 8,4 min und fur Tamoxifen-JV-Oxid etwa 10,4 min. Die Peaks bei 
2,1 min und 6,8 min konnten nicht eindeutig zugeordnet werden, da entsprechende Standards 
nicht zur Verfilgung standen. 



Figur 20 zeigt die Abhangigkeit der hCYP2D6-kataIysierten Tamoxifen-4-Hydroxyherung 
von der DMSO- und Tamoxifen-Konzentration. Es sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Messungen (2,5 % DMSO) bzw. die 
MeBwerte einer einzelnen MeBreihe (10 % DMSO) angegeben. 

Figur 21 zeigt eine Kinetik der hCYP2D6-katalysierten Tamoxifen-4-HydroxyUerung, 
gemessen mit Homogenat der Zellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17 und 2,5 % 
DMSO als Losungsvermittler. Der Anfangsbereich ist bis zur Loslichkeitsgrenze von 
Tamoxifen bei 50 uM linear. Die Steigung der Regressionsgeraden entspricht der CU Es 
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Messungen 
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Figur 22 zeigt HPLC/MSD-Profile nach Inkubation mit hCYP2C9*l-hOR- und hCYP3A4- 
hOR- n Supersomen" sowie Homogenat der Zellinie V79MZh2D6*l im Vergleich zur 
Negativkontrolle V79MZmockneo. 

5 Figur 23 zeigt einen schematischen Ausschnitt des Metabolismus von Z-Tarnoxifen in 
humaner Leber. Die Tamoxifen-4-Hydroxylierungs-Reaktion ist horizontal hinterlegt, die 
verschiedenen untersuchten Metabolken mit Modifikationen am Stickstoff sind vertikal 
hinterlegt. VerSndert nach (IARC, 1996). 

10 Figur 24 zeigt ein 3D-Homologie-Modell der Bindung von Bufixralol und Tamoxifen im 
aktiven Zentrum von hCYP2D6 nach Lewis (1998). DargesteUt sind die beiden Substrate, 
der atomare Sauerstofi^ der auf das Substrat ubertragen wird, die Wasserstoff- 
Bruckenbindungen, die das Substrat im aktiven Zentrum stabilisieren und die 
charakteristische ionische Wechselwirkung zwischen dem protonierten Stickstoff des 

15 Substrates und dem Asp3 0 i bzw. Glu 2 i6 des Enzyms. 

Beispiele: 

20 Die nachstehenden Beispiele veranschaulichen .die Erfindung, sind jedoch nicht begrenzend 
zu verstehen. 

Beispiel 1: Vektorkonstuktion zur stabilen Expression von hCYP2D6-cDNAs in V79 
25 Chinesischen Hamsterzellen 

Zur stabilen Expression von hCYP2D6-cDNA in V79 Chinesischen Hamsterzellen wurden 
erfindungsgemafi drei Strategien verfolgt: 

30 • Kotransfektion des Expressionsvektors pSV450h2D6 mit dem Neomycin-Resistenz- 
Plasmid pSV2neo (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) und Selektion mit 
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Geneticin 418 (Geneticin 418-Sulfat; Calbiochem-Novabiochem Corp., La Jolla, CA) nach 
Doehmer et al. (1988). 

• Transfektion mit dem Plasmid pcDNA3.1Hygro(+)h2D6 und Selektion mit Hygromycin 
B (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim). Durch die Vereinigung der cDNAund der 
Hygromycin-Resistenz auf einem Vektor sollte die zur Transfektion bendtigte DNA- 
Menge reduziert und der EinfluB auf die chromosomale Litegritat nach der Transfektion 
untersucht werden. AuBerdem sollte durch die direkte Kopplung von cDNA und 
Resistenzgen der Anteil positiver Klone nach der Transfektion erhoht werden. 

• Kotransfektion des Expressionsvektors pSV450h2D6 mit dem Plasmid 
pRc/RSVhCYPOR (Schneider et al, 1996) und Selektion mit Geneticin 418 nach 
Schneider et al (1996). Der Vektor pRc/RSVhCYPOR tragt ein Neomycin-Resistenzgen 
und eine hCYPOR-cDNA Die Koexpression des hCYP2D6 mit der hCYPOR sollte 
zeigen, ob der endogene CYPOR-Gehalt in V79MZ-Zellen fur die maximale hCYP2D6- 
Aktivitat ausreichend ist. 

Die cDNAs fur die Allele hCYP2D6*J in pBluescript SK(+) (Stratagene, Heidelberg), 
hCYP2D6*2 in pVL1393 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA), hCYP2D6*9 in M13mpl9 
(Stratagene, Heidelberg) und hCYP2D6*10A in M13mpl9 wurden freundlicherweise von Dr. 
U. M. Zanger (Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut, Stuttgart) zur VerfUgung gestellt. Die 
Allele sind in Figur 1 gezeigt und k6nnen auch mittels Standardverfahren erhalten werden. 



A. Konstruktion von pSV450-PoIylinker-Vektoren 

Zur stabilen Transfektion von V79 Chinesischen Hamsterzellen wurde der Expressionsvektor 
pSV450 (Doehmer et al, 1988) eingesetzt. Um die Klonierung von cDNAs in diesen Vektor 
zu vereinfachen, wurden pSV450-Vektoren mit verschiedenen Polylinkern konstruiert. In 
einem ersten Schritt wurden mittels PCR (Saiki et al, 1988) die Polylinker fiir die Vektoren 
PSV450HB und pSV450HK gemaB PCR#1 und fur den Vektor pSV450HS mittels touch 
down-PCR gemaB PCR#2 generiert. 
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• PCR#1 

Ansatz: Primer: 1,4 pi 16298 (25 mM), 1,4 ul 16299 (25 mM); Template: 1 ul 16300 
(40 uM); 1 |d dNTPs (20 mM); 0,4 |il Tag DNA Polymerase (5 U/|il, QIAGEN, HHden); 2,5 
|il PCR-Puffer (lOx); ad 25 |il mit Wasser 

PCR-Gerat: Gene Amp PCR System 2400 (Perldn Elmer, Norwalk CT., USA) 
Temperaturprogramm: 2 min 48 °C, 1 min 72 °C (lx); 1 min 94 °C, 1 min 55 6 C, 1 min 72 
°C (30x); 10 min 72 °C (lx) 
Amplifikat: 84 bp 

• PCR#2 

Ansatz: Primer: 1,4 pi 19176 (25 mM), 1,4 pi 19177 (25 mM); Template: 1 pi 19183 
(40 pM); 1 pi dNTPs (20 mM); 0,4 pi Taq DNA Polymerase (5 U/pl, QIAGEN, Klden); 2,5 
pi PCR-Puffer (lOx); 5 pi Q-L6sung (5x); ad 25 pi mit Wasser 
PCR-Gerat: Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk CT, USA) 
Temperaturprogramm: 1 min 94 °C (lx); 1 min 94 °C, 1 min 62 °C 52 °C, 2 min 
72 °C (lOx, Annealing-Temperatur absteigend in 1 °C-Schritten); 1 min 94 °C, 1 min 
52 °C, 2 min 72 °C (35x); 10 min 72 °C (lx) 
Amplifikat: 114 bp 

Sequenzen der Primer und Templates: 

16298 : 5 -TAGACAAGCTTGGATCCATG-3' 

16299 : 5 '-GCTATAAGCTTAGATCTCGG-3 ' 

16300 :5'- 

TAGACAAGCTTGGATCCATGGTACCGAGCTCGAGTCGACTGCAGTTAACTC 
TAGATCGATGCGGCCGAGATCT AAGCTT ATAGC-3 ' 

19176 : 5 '-GC ATT AAGCTT AAGTCGACC-3' 

19177 : 5 '-CCGTATGATCACTAGTAGATC-3 ' 
19183 :5'- 

GCATT AAGCTT AAGTCGACCGGTACCGTACGCTAGCGAATTCCGGATATCG 
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ATGGCGCGCCGCGGCCGCTCGAGCTCTAGACGCGTGGATCCAGATCTACTAGTG 
ATC ATACGG-3 ' 

Aus dem Ursprungsvektor P SV450r2Bl (Figur 2; Doehmer et al, 1988) wurde die 
rCYP2Bl-cDNA mit Hind m und Bgl n herausgeschnitten und der jeweilige Polylinker 
(PCR#1, verdaut mit Hind m und Bgl H; PCR#1, verdaut mit Hind JXL und BamU T; PCR#2, 
verdaut mit Hind JR und Bel I) hineinligiert. Die neuen Vektoren wurden als P SV450Hb[ 
PSV450HK und pSV450HS bezeichnet. Die Polylinker der Vektoren pSV450HB, 
PSV450HK und pSV450HS haben die nachstehend gezeigten Strukturen. Alle genannten 
Schnittstellen sind nur einmal im Vektor vorhanden. 

PSV450HB: Hind TZ-Kpn VAsp 11%-Sac VEcl 136-Xho VAva I-Sal 1-Hpa I-Xba 1-Cla I- 
Xmam-BglU 

PSV450HK: Hind m-Bgl Ti-Xma UL-Cla l-Xba l-Hpa I-Sal l-Xho VAva l-Sac VEcl 136- 
Kpn VAsp 718 

PSV450HS: Hind TR-Aft U-Sal I-Age l-Kpn VAsp llB-BspM 11-EcoR V-Cla 1-BssU l-Asc 
I-Sac TL-Xma RI-Not l-Xho VAva l-Sac VEcl 136-Xba 1-Mlu 1-BsaB l-Bgl Ti-Spe I 

In Kombination mit der PCR, die es ermoglicht, kompatible Enden an die jeweilige cDNA 
anzu&gen, ist damit in Zukunft die Konstruktion neuer P SV450-Expressionsvektoren ohne 
zeitaufwendige Zwischenklonierungen moglich. Urn nach der Transfektion in V79MZ-Zellen 
eine optimale Translation der heterologen mRNA zu gewahrleisten, soUte bei der Klonierung 
auf die Integritat der Kozak-Sequenz geachtet bzw. diese Sequenz optimiert werden (Kozak 
1987; Kozak 1990). 

B. Konstruktion der Vektoren pSV450h2D6*l, *2, *9, *10 und *17 
pSV450h2D6*I, *9 und *10 

Die cDNAs hCYP2D6*l in pBluescript SK(+), hCYP2D6*9 in M13mpl9 und 
hCYP2D6*10A in Ml3mpl9 wurden mit BamH I und EcdBL I aus ihren Ursprungsvektoren 
herausgeschnitten und in den zuvor ebenfaUs mit BamK I und EcdR I verdauten Vektor 
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pICl9H (ATCC, Manassas, VA) zwischenkloniert. Die neuen Vektoren wurden mit 
pICh2D6*l, *9und *10 bezeichnet. Durch Restriktion dieser Vektoren mit Hind III und Bgl 
II wurden cDNAs mit kompatiblen Enden zur Ligation in den Expressionsvektor pSV450 
erzeugt. Die neuen Expressionsvektoren wurden pSV450h2D6*l, *9 und *10 genannt. 

5 

Nach Transformation von K coli mit pSV450-cDNA-Vektoren erhaltene Klone wurden 
erfindungsgemaB zur Kontrolle der erfolgreichen Ligation der cDNA in den pSV450-Vektor 
mit einem Zahnstocher gepickt, in 10 pi sterilem Wasser resuspendiert und folgender PCR 
unterworfen: 

10 

• PCR#4: KontroH-PCR fur die erfolgreiche Ligation einer cDNA in die Vektoren 
pSV450, pSV450HB, pSV450HK und pSV450HS 

Ansatz: Primer: 1,4 pi 20261 (25 mM), 1,4 pi 20262 (25 mM); Template: 2 pi K coli- 
15 Suspension; 1 pi dNTPs (20 mM); 0,2 pi Taq DNA Polymerase (5 U/pl, QIAGEN, HUden); 
2,5 pi PCR-Puffer (lOx); ad 25 pi mit Wasser; 1 Tropfen SilikonSl 
PCR-Gerat: Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk CT., USA) 
Temperaturprogramm: 3 min 94 °C (lx); 0,5 min 94 °C, 1 min 56 °C, 2 min 72 °C (30x); 
10 min 72 °C (lx) 

20 Amplifikat: Enthalt der Vektor pSV450 ein Insert zwischen den Schnittstellen fcr 
Hind, m und Bgl H, betragt die Lange des Amplifikates 72 bp + Insert-bp. 1st kein Insert 
enthalten, wird ein 72 bp langes Fragment amplifiziert. Bei den Vektoren pSV450HB, 
pSV450HK und pSV450HS mit Polylinker ist der "72-bp-Abschnitt" entsprechend langer. 

25 Sequenzen der Primer: 

20261 : 5 '-TATTCCAGAAGTAGTGAGG-3 ' 

20262 : 5 '- ATCACCGAGCTGAGAAGC-3 ' 

pSV450h2D6*2 

30 

Die hCYP2D6*2-cDNA wurde mit Hind HI und Kpn I aus dem Vektor pVL1393 
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) herausgeschnitten und in den zuvor ebenfells mit Hind TH 



WO 01/68907 W V PCT/DEOl/00597 

32 

und Kpn I verdauten Vektor P ICh2D6*10 zwischenkloniert. Die cDNA wurde mit Hmd TO. 
und Bgl n aus dem neuen Vektor P ICh2D6*2 wieder herausgeschnitten und in den 
Expressionsvektor pSV450 (Doehmer et al., 1988) kloniert. Dieser Vektor wurde als 
pSV450h2D6*2 bezeichnet. 

pSV450h2D6*17 

Allel hCYP2D6*17 unterscheidet sich von Allel hCYP2D6*2 aUein in der Mutation C mi T. 
Diese liegt unmittelbar stromaufwarts einer Schnittstelle fur Xho H (Figur 1). Daher konnte 
die cDNA fur hCYP2D6 17 durch positionsgerichtete Punktmutagenese aus der 
hCYP2D6*2-cDNA erhalten werden: Es wurde ein 362 bp langes cDNA-Fragment mit der 
Mutation C lm T gem aB PCR#3 synthetisiert und mit Hmd m und Xho H verdaut. 

• PCR#3 

Ansatz: Primer: 1,4 ul 16094 (25 mM), 1,4 ul 16095 (25 mM); Template: 1 M l 
P SV450h2D6*l (15,5 ng/^1); 1 ul dNTPs (20 mM); 0,125 ul Red Hot DNA Polymerase (5 
U/uI, Advanced Biotechnologies Ltd., Surrey, England); 2,5 H l Reaktionspuffer IV (10x); 
1,5 ul Magnesiumchlorid (25 mM); ad 25 ul mit Wasser; 1 Tropfen Silikonol 
PCR-Gerat: Genius (Techne Ltd., Duxford Cambridge, England) 

Temperaturprogramm: 1 min 94 °C (lx); 1 min 94 °C, 2 min 55 °C, 3 min 72 °C (30x); 10 

min72°C(lx) 

Amplifikat: 362 bp 

Sequenzen der Primer: 

16094 : 5 '- AGACGTGAAGCTTGCCGCCACC ATGGGGCTA-3 ' 

16095 : 5 '-CAGGACGTAGAATGGATCTGGATGATGGGCAC-3 ' 

Das zweite cDNA-Fragment wurde mit Xho H und Bgl E aus dem Plasmid P ICh2D6*2 
gewonnen. In einer 3fach-Ligation wurden beide cDNA-Fragmente zugleich in den mit Hmd 
m und Bgl H geschnittenen Expressionsvektor pSV450 kloniert. Der neue Vektor wurde 
pSV450h2D6*17 genannt. 
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C. Konstruktion der Vektoren pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*l, *2, *9,*10 und *17 

Die cDNAs hCYP2D6*l, *2, *9, *10 und *17 wurden mit Hind m und Bgl U aus dem 
5 jeweiligen Plasmid pSV450h2D6 herausgeschnitten und in den mit Hind TR und BamU I 
verdauten Expressionsvektor pcDNA3.1Hygro(+) (Tnvitrogen Corp., Carlsbad, CA) kloniert. 
Die neuen Vektoren wurden pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*l, *2, *9, *10 und *17 genannt. 

Nach Transformation von E. coli mit pcDNA3.1Hygro(+)-cDNA-Vektoren erhaltene Klone 
10 wurden zur Kontrolle der erfolgreichen Ligation der cDNA in den pcDNA3.1Hygro(+)- 
Vektor mit einem Zahnstocher gepickt, in 10 pi sterilem Wasser resuspendiert und folgender 
PCR unterworfen: 

• PCR#5: KontroU-PCR fur die erfolgreiche Ligation einer cDNA in den Vektor 
15 pcDNA 3.1Hygro(+) 

Ansatz: Primer: 1,4 ul 18383 (25 mM), 1,4 ul 18384 (25 mM); Template: 2 pi E. coli- 
Suspension; 1 pi dNTPs (20 mM); 0,2 pi Taq DNA Polymerase (5 U/ul, QIAGEN, Hilden); 
2,5 pi PCR-Puffer (lOx); ad 25 pi mit Wasser 
20 PCR-Gerat: Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk CT., USA) 

Temperaturprogramm: 3 min 94 °C (lx); 0,5 min 94 °C, 1 min 56 °C, 2 min 72 °C (3 Ox); 
10 min 72 °C (lx) 

Amplifikat: Enthalt der Vektor pcDNA3.1Hygro(+) ein Insert, betragt die Lange des 
Amplifikates knapp 200 bp + Insert-bp. 1st kein Insert enthalten, wird ein 203 bp langes 
25 Fragment amplifiziert. 

Sequenzen der Primer: 

18383 : 5'-CACTGCTTACTGGCTTATCG-3 ' 

18384 : 5 ACTAGAAGGCACAGTCGAGG-3 ' 

30 
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Beispiel 2: Transfektion 

Parentale V79MZ-Zellen wurden erfindungsgemaB durch Kalziumphosphat-Koprazipitation 
mit rekombinanten Expressionsvektoren transfiziert (Graham und Van der Eb, 1973; Parker 
und Stark, 1979). 

V79MZ-Zellen wurden erfindungsgemaB bei 37 °C, 7 % C0 2 und 90 % Luftfeuchtigkeit in 
speziell beschichteten GewebekulturgefaBen (94/16 mm- oder 145/20 mm- 
Gewebekulturschalen und 50 ml- oder 250 ml-Gewebekulturflaschen von der Greiner GmbH 
(Frickenhausen); 24er- und 96er-Gewebekulturmikrotiterplatten von Nunc Inc. (Naperville, 
IL)) m DMEM-Kulturmedium mit erhohtem Glukosegehalt (4,5 g/1) kultiviert. Zusatzlich 
wurde das DMEM-Kulturmedium mit 1 mM Natriumpyruvat, 4 mM I^Glutamin, 10 % FCS, 
100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin supplementiert ("Komplettmedium"). Nach 
Transfektion wurden Geneticin 418- oder Hygromycin B-resistente V79MZ-Zellklone mit 
0,5 mg Geneticin 418/ml-Komplettmedium bzw. 0,4 mg Hygromycin B/ml-Komplettmedium 
kultiviert. 

Fur eine Transfektion wurden zu den verwendeten DNA-Mengen jeweils 500 ul HEPES 
(Gibco BRL, Eggenstein)-gepufferte Salzlosung (137 mM Natriumchlorid, 6 mM Dextrose, 
5 mM KaUumchlorid, 0,7 mM Natriumhydrogenphosphat, 20 mM HEPES, pH 7,0) 
pipettiert. Durch Zugabe von 26 ul 2,5 M Kalziumchloridlosung und 30minutige Inkubation 
bei Raumtemperatur wurde die DNA an Kalziumphosphat koprazipitiert. Das Prazipitat 
wurde tropfenweise zu einer Kultur von 1,5 - 2 x 10 6 parentalen V79MZ-Zellen in einer 
145/20 mm-Gewebekulturschale gegeben. Nach sorgfaltigem Mischen und 4standiger 
Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen fur 2 min mit 15 % (v/v) Glycerin in 
Komplettmedium inkubiert, urn die Effizienz der DNA-Aufhahme zu steigern. Anschliefiend 
wurde das Glycerin durch Absaugen des Mediums und zweimaliges Waschen mit je 7 ml 
Komplettmedium entfernt. Da die Zellen zur stabilen Integration der Fremd-DNA in ihr 
Genom den Zellzyklus durchlaufen miissen, wurden sie zunachst fur etwa 36 h in 
Komplettmedium ohne G418 oder Hygromycin B kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen 
vorsichtig trypsiniert, in 1 mg G418/ml-Komplettmedium bzw. 0,4 mg Hygromycin B/ml- 
Komplettmedium aufgenommen und auf drei 96er-Gewebekulturmikrotiterplatten verteilt. 
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Nur Zellen, die bei der Transfektion mit den Vektoren ein Resistenzgen gegen G418 bzw. 
Hygromycin B aufgenommen batten, konnten uberleben (Mulligan und Berg, 1981). Nach 10 
- 14 Tagen waren resistente Zellklone erkennbar. Einzelne Klone wurden direkt in der 
Kammer trypsiniert und die Halfte der Zellen zurln .rito-Inimunfluoreszenz entnommen. 

5 

Die Klonalitat und Stabilitat wurde durch wiederholtes Subklonieren und Passagieren (ein 
GroBteil der trypsinierten Zellen wurde verworfen oder in neue KulturgefaBe umgesetzt) der 
neuen Zellinien sowie durch mehrmalige In 57/w-Immunfluoreszenz und Bestimmung der 
en2ymatischen Aktivitat sichergestellt. 

10 

Die unterschiedlichen erfindungsgemaB durchgefuhrten Transfektionsansatze Tl - T14 und 
die Zellinien sind in Tabelle 2 zusammengestellt. 

• Konstruktion der Zellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17: 

15 30 ^g Sea I-linearisierte pSV450h2D6*l- a *2-, *9-, *10- oder *17- und 1 jig EcoK I- 
linearisierte pSV2neo-DNA wurden transfiziert. Bei Transfektion des Resistenzvektors 
pSV2neo wurde der Expressionsvektor pSV450h2D6 im 30fechen UberschuB eingesetzt, um 
die Wahrscheinlichkeit fiir einen Geneticin 418-resistenten und zugleich hCYP2D6- 
exprimierenden Klon zu erhohen (Tl - T5). Je Ansatz wurden 30 - 50 resistente Klone 

20 erhalten. Im Mittel exprimierte einer von 50 Klonen homogen hCYP2D6, etwa die Halfte der 
Klone war in der in rifw-Immunfluoreszenz heterogen, die restlichen exprimierten kein 
hCYP2D6. Die Zellinien V79MZh2D6*l, V79MZh2D6*2, V79MZh2D6*9, 
V79MZh2D6*10 und V79MZh2D6*17 wurden am 15.02.2000 bei der DSMZ-Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter den Zugangsnummern DSM 

25 ACC2446, DSM ACC2447, DSM ACC2448, DSM ACC2449 und DSM ACC2450 
hinterlegt. 

• Konstruktion der Zellinien V79MZh2D6*l-H, *2-H, *9-H, *10-H und *17-H: 

3 ^g Ssp I-linearisierte pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*l-, *2-, *9-, *10- oder *17-DNA wurden 
30 transfiziert. Die Kombination der cDNA und des Resistenzgenes auf einem einzigen Vektor 
ermoglichte eine Transfektion mit nur 3 ng DNA (T6 - T10). Je Ansatz wurden 10 - 30 
resistente Klone erhalten. Im Mittel exprimierte einer von 10 Klonen homogen hCYP2D6, 
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etwa zwei Drittel der Klone waren in der in ri/K-Lnmunfluoreszenz heterogen, die restlichen 
exprimierten kein hCYP2D6. 

Gegeniiber der Kotransfektion von P SV450h2D6 und pSV2neo konnte der Anteil homogen 
hCYP2D6-exprimierender V79MZ-Klone folglich 5fach gesteigert werden. Dies ist 
methodisch entscheidend, weil die Identifizierung homogen cDNA-exprimierender Klone der 
zeitlich limitierende Schritt bei der Konstruktion neuer Zellinien ist. 

• Konstruktion der Zellinie V79MZh2D6*l-hOR: 

30 ug Sea I-linearisierte pSV450h2D6*l- und 1 ug Sea I-linearisierte pRc/RSV-hCYPOR- 
DNA wurden transfiziertDie Koexpression von hCYP2D6 1 und hCYPOR (Til) sollte im 
Vergleich zu Zellinie V79MZh2D6*l (Tl) zeigen, ob der endogene CYPOR-Gehalt der 
V79MZ-Zellen fur die maxiniale hCYP2D6-Aktivitat ausreichend ist. Wie bei den 
Transfektionsansatzen Tl - T5 wurde der Expressionsvektor P SV450h2D6*l gegenuber 
dem Resistenzvektor pRc/RSV-hCYPOR in 30fachem Uberschufi eingesetzt. Bei diesem 
Ansatz wurden 34 resistente Klone erhalten, von denen einer sowohl hCYP2D6 1 als auch 
hCYPOR homogen exprimierte. 

• Konstruktion der scheintransfizierten Zellinien V79MZmockneo: 

Folgende Tranfektionen wurden durchgefuhrt: 

a) 30 ug EcdR I-linearisierte pSV2neo-DNA 

b) 1 \igEcoK I-linearisierte pSV2neo-DNA 

c) 1 ^g EcdR. I-linearisierte pSV2neo- und 30 ug Sea I-linearisierte pSV450HB-DNA 

In Abhangigkeit von der Menge transfizierter DNA kann durch Rekombination die 
chromosomale Integritat der Empfangerzelle gestort und konnen chromosomale 
Aberrationen verursacht werden (BradweU, 1989). Daher wurde im Rahmen der 
Konstruktion Schein-transfizierter V79MZ-Zellinien die Transfektion mit unterschiedhchen 
Mengen an DNA durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Zellklone wurden karyotypisch 
charakterisiert. 

Bei Transfektion mit nur 1 ug pSV2neo (T13) sowie 1 ug pSV2neo und 30 ug pSV450HB 
(T14) wurden etwa genauso viele Klone gezahlt wie in den Ansatzen (Tl - T5). Die Zugabe 
von pSV450HB als "Trager-DNA" (Graham und Van der Eb, 1973; Strain und Wylie, 1984) 
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hatte demnach keinen EinfluB auf die Anzahl an Geneticin 418-resistenten Klonen. Mit 30 \xg 
pSV2neo-DNA wurden etwa 120 Klone erhalten. Eine 30fech hohere DNA-Menge fiihrte 
also nur zu 3 - 4mal mehr Klonen. 

Von 3x6 willkurlich ausgewahlten Klonen wurde ein Klon mit einer veranderten 
Morphologie mikroskopisch identifiziert. Ein ahnlicher Anteil war auch bei den anderen 
Transfektionen beobachtet worden. Morphologisch veranderte Klone (Figur 8) wurden von 
weiteren Charakterisierungen ausgeschlossen und verworfen. 

Die Zellinie V79MZmockneol30 wurde erfindungsgemaB neben parentalen V79-Zellen als 
Negativkontrolle verwendet. Im Folgenden wird sie als " V79MZmockneo" bezeichnet. 





Zellinie 


Heterologe 


Res. 


Expressions- 


Resistenz-Vektor 






Expression 




Vektor (jig) 


(MS) 


Tl 


V79MZh2D6*l 


hCYP2D6 1 


G418 


pSV450h2D6*l (30) 


pSV2neo (1) 


T2 


V79MZh2D6*2 


hCYP2D6 2 


G418 


pSV450h2D6*2 (30) 


pSV2neo (1) 


T3 


V79MZh2D6*9 


hCYP2D6 9 


G418 


pSV450h2D6*9 (30) 


pSV2neo (1) 


T4 


V79MZh2D6*10 


hCYP2D6 10 


G418 


pSV450h2D6*10 (30) 


pSV2neo (1) 


T5 


V79MZh2D6*17 


hCYP2D6 17 


G418 


pSV450h2D6*17 (30) 


pSV2neo (1) 


T6 


V79MZh2D6*l-H 


hCYP2D6 1 


HyB 


pcDNA3 . !Hygro(+)h2D6 * 1 (3) 


T7 


V79MZh2D6*2-H 


hCYP2D6 2 


HyB 


pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*2 (3) 


T8 


V79MZh2D6*9-H 


hCYP2D6 9 


HyB 


pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*9 (3) 


T9 


V79MZh2D6*10-H 


hCYP2D6 10 


HyB 


pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*10 (3) 


T10 


V79MZh2D6*17-H 


hCYP2D6 17 


HyB 


pcDNA3.1Hygro(+)h2D6*17 (3) 


Til 


V79MZh2D6*l-hOR 


hCYP2D6 1 


G418 


pSV450h2D6*l (30) 


pRc/RSV 






hCYPOR 






-hCYPOR(l) 


T12 


V79MZmockneo30 




G418 




pSV2neo (30) 


T13 


V79MZmockneol 




G418 




pSV2neo (1) 


T14 


V79MZmockneol30 




G418 


pSV450HB (30) 


pSV2neo (1) 



TabeUe 2 

Ubersicht der Transfektionsansatze und der neuen Zellinien. 
Abkurzungen: Res, Resistenz; G418, Geneticin 418; HyB, Hygromycin B 
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Beispiel 3: Charakterisierung der neuen Zellinien 
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In siYH-Immunfluoreszenz 



Zum Nachweis der heterologen Expression von hCYP2D6 und/oder hCYPOR wurden die 
nach Transfektion erhaltenen Klone mittels In tfto-Immunfluoreszenz charakterisiert (Figur 
9). Nur homogene Klone, bei denen alle Zellen gleichmafiig und intensiv gefarbt waren, 
wurden weiterkultiviert. Weitere Entscheidungskriterien waren eine strukturierte Farbung, 
die die subzellulare Lokalisation von hCYP2D6 und hCYPOR im endoplasmatischen 
Retikulum zeigt (Figur 9c) und ein charakteristisch dunklerer Kernbereich. 

Fiir eine In «ft/-Immunfluoreszenz wurden 10 4 Zellen der zu testenden Klone auf 
Mikrokammer-Objekttragem (Nunc Inc., Naperville, IL) ausgesat und fiir 24 Std. kultiviert. 
Danach wurden die Kammern abgehoben und die auf dem Objekttrager angehefteten Zellen 
mit PBS (Bio Whittaker, Venders, Belgien) gewaschen, zur Fbrierung mit eiskaltem 
Methanol/Aceton (1:1) fur 7 min inkubiert und anschliefiend an der Luft getrocknet. Die 
derart fixierten ZeUen wurden mit 150 ul primarer Antikorperlosung (polyklonales anti- 
hCYP2D6 Antiserum 637.2 aus Kaninchen, 1:200 verdannt in Komplettmedium, 
freundUcherweise zur Verfugung gestellt von Dr. U. M. Zanger, Dr. Margarete Fischer- 
Bosch-Institut, Stuttgart) uberschichtet, mit PolyethylenfoUe abgedeckt und fur 90 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. AnscMieBend wurde dreimal 10 min mit PBS gewaschen, 150 pi 
sekundare Antikorperlosung (FTTC-gekoppelter anti-Kaninchen IgG Antikorper aus Ziege, 
1,5 mg/ml, 1.125 verdunnt in Komplettmedium, Dianova, Hamburg) aufgebracht, mit 
PolyethylenfoKe abgedeckt und fiir 1 Std. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen in PBS fur je 10 min wurden 100 pi "Antifading»-Reag enz (100 mg p- 
Phenylendiammoniumdichlorid in 10 ml PBS und 80 ml Glycerin) aufgetragen und blasenfrei 
eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Carl Zeiss, 
Oberkochen) mit einem Standardfiltersatz im Anregungsbereich von 450 - 490 nm. Zur 
Demonstration der subzellularen endoplasmatischen Lok^sation des Cytochroms P450 
wurden am Laser-Scanning-Mikroskop LSM 4.10 (Carl Zeiss, Oberkochen) unter 
Wasserimmersion konfokale Schnitte aufgenommen. Die Fluoreszenz wurde bei 488 nm 
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angeregt und die Emission bei 515 - 565 nm detektiert. Das exprimierte Cytochrom war 
entsprechend grun gefarbt. 

Zum Nachweis der Koexpression von hCYP2D6 und hCYPOR durch Doppelfarbung wurde 
zur primaren Antikorperlosung zusatzlich anti-hCYPOR Antikorper aus Ziege gegeben 
5 (Endverdunnung 1 :500 in Komplettmedium). Urn Kreuzreaktionen auszuschlieBen, wurde als 
sekundare Antikorperlosung ein Gemisch aus TRTTC-gekoppeltem anti-Kaninchen IgG 
Antikorper aus der Maus (1,5 mg/ml, 1:125 verdunnt in Komplettmedium, Pierce, Rockford, 
IL) und FTTC-gekoppeltem anti-Ziegen IgG Antikorper ebenfalls aus der Maus (1,5 mg/ml, 
1:125 verdunnt in Komplettmedium, Sigma, Deisenhofen) verwendet. Danach war bei 
10 Doppelfarbung die Oxidoreduktase grun, das Cytochrom P450 rot gefarbt. 

Auswahl reprasentativer Klone 

In der In s7/z/-Immunfluoreszenz wurden je Zellinie 1-6 hinsichtlich cDNA-Expression 
15 homogene Klone identifiziert. Fur eine detaillierte Charakterisierung und spatere Anwendung 
wurde aus diesen ein reprasentativer Klon je Transfektionsansatz ausgewahlt. Positive 
Auswahlkriterien waren eine gegenuber der parentalen Zellinie V79MZ unveranderte 
Morphologie und eine vergleichbare Verdopplungszeit. SchlieBlich wurden solche Klone 
bevorzugt, die eine durchschnittliche hCYP2D6-Aktivitat besaBen. Dazu wurde von alien 
20 Klonen die spezifische (+A)-Bufiiralomydroxylierung gemessen. 

Es wurden Klone mit durchschnittlicher hCYP2D6-Aktivitat ausgewahlt, urn Verzerrungen 
in den Allel-spezifischen Aktivitaten durch den Integrationsort der cDNA oder eine (seltene) 
Mehrfachintegration zu minimieren; denn im Gegensatz zur homologen Rekombination ist 
der Integrationsort der cDNA im V79MZ-Genom in gewissen Grenzen zufallig (Schulz et 
25 al y 1987). Sogenannte "Chromatineffekte" und benachbarte Sequenzabschnitte konnen die 
Transkription der integrierten cDNA beeinjflussen (Butner und Lo, 1986; Jaenisch und 
Jahner, 1984; Wahl et al 9 1984). Daher ist die Menge an heterolog expriniiertem hCYP2D6 
und somit die enzymatische Aktivitat pro mg Zellprotein vom Integrationsort der cDNA 
abhangig. 

30 Folgerichtig unterschieden sich die Bufiiralol-Hydroxylase-Aktivitaten verschiedener Klone 
einer Zellinie bis um das 3fache. Im Falle der Transfektionsansatze T2 (Zellinie 
V79MZh2D6*2) und Til (Zellinie V79MZh2D6*l-hOR) war die Auswahl anhand der 
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durchschmttlichen Aktivitat nicht mSglich, weil jeweils nur ein einziger Klon alle ubrigen 
Kriterien erfiiUte. Die ausgewahlten Klone sind mit den neuen Zellinien identisch und nur sie 
wurden eingehend charakterisiert. 

Nachweis der genomisch integrierten cDNAs 

Zum Nachweis der genomischen Integration der transfizierten cDNAs wurde aus den 
Zellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17 (am 15.02.2000 bei der DSMZ-Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter den Zugangsnummern DSM 
ACC2446, DSM ACC2447, DSM ACC2448, DSM ACC2449 und DSM ACC2450 
hinterlegt) die genomische DNA isoliert, gemaB PCR#6 mittels touch down-VCTL die 
hCYP2D6-Expressionskassette als 2198 bzw. 2299 bp langes Amplifikat amplifiziert und 
gelelektrophoretisch nachgewiesen. 

Zur Isolierung genomischer DNA aus V79MZ-Zellen wurden V79MZh2D6-ZeUen auf 94/16 
mm-Gewebekulturschalen bis zu knapp 100 %iger Konfluenz kultiviert, das Medium 
abgenommen und zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. Daraufhin wurde die genomische DNA 
mit dem QIAamp Blood Midi Kit der Firma QIAGEN (Hilden) gemaB dem 
Herstellerprotokoll isoliert. 



PCR#6 



Ansatz: Primer: 1,4 pi 16014 (25 mM), 1,4 pi 15889 (25 mM); Template: 1 pi genomische 
DNA (ca. 0,2 pg/pl); l pi dNTPs (20 mM); 0,5 pi Taq DNA Polymerase (5 U/pl, QIAGEN, 
Hilden); 2,5 pi PCR-Puffer (lOx); 5 pi Q-Losung (5x); ad 25 pi mit Wasser 
PCR-GerSt: Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk CT., USA) 
Temperaturprogramm: 1 min 94 <>C (lx); 1 min 94 °C, 1 min 62 °C -» 52 °C, 3 min 72 °C 
(lOx, Annealingtemperatur absteigend in 1 °C-Schritten); 1 min 94 °C, 1 min 52 °C, 3 min 72 
°C(35x); 10 min 72 °C (lx) 
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Amplifikat: Es wird je nach inserierter hCYP2D6-cDNA ein etwa 2198 bzw. 2299 bp 
Ianges Amplifikat erhalten. Ohne Insert (Scheintransfektion) ist das Amplifikat je nach 
integriertem pSV450-Vektor etwa 700 bp lang. 

5 Sequenzen der Primer: 

16014 : 5 '-C AGAGGTTTTCACCGTCATC-3 ' 
15889 : 5 '-GGAATGTCCTCTC AAGTAGA-3 ' 

Um die Identitat der fiinf Allele zu verifizieren, wurden die Amplifikate mit den Primern 
10 16094 (5 '-AGACGTGAAGCTTGCCGCC ACC ATGGGGCTA-3 '), 15887 (5'- 
AGCTGGATGAGCTGCT AA-3 ') und 15888 (5'-ATCACCAACCTGTCATCGG-3') 
sequenziert. Damit wurde zugleich die Integritat der transfizierten DNA demonstriert, die bis 
zu ihrer Integration in die genomische DNA extrem anfallig fur Mutationen, insbesondere 
Deletionen, ist (Bradwell, 1989; Calosefa/., 1983). 

15 

Nachweis der hCYP2D6-mRNA 

Die Transkription der integrierten hCYP2D6-cDNAs wurde auf mRNA-Ebene mittels 
RT-PCR#1 verifiziert. 

20 

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus V79MZ-Zellen wurden V79MZh2D6-Zellen auf 94/16 
mm-Gewebekulturschalen bis zu etwa 90 %iger Konfluenz kultiviert, das Medium 
abgenommen und zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. Daraufhin wurde die Gesamt-RNA mit 
1,5 ml peqGOLD TriFast^-Losung (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) entsprechend 
25 dem Herstellerprotokoll isoliert. 

• RT-PCR#1 

Es wurde mit dem Access RT-PCR System (Promega Corp., Madison, WI) gearbeitet: 

30 

Ansate: Primer: 2 pi 16093 (25 mM), 2 pi 17606 (25 mM); Template: 0,5 pi isolierte 
Gesamt-RNA (1-2 pg/pl); 1 pi dNTPs (10 mM); AMV Reverse Transkriptase (5 U/pl); 1 pi 
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Tfl DNA Polymerase (5 U/ul); 10 ul AMV/Tft Reaktionspuffer (5x); 2 ul Magnesiumsulfet 
(25 mM); ad 50 ul mit DEPC (Sigma, Deisenhofen)-behandeltem Wasser 
PCR-Gerat: Uno-Thermoblock (Biometra biomedizimsche Analytik GmbH, Gottingen) 
Temperaturprogramm: 50 min 48 °C (lx); 2 min 94 °C (lx); 1 mm 94 X, 1 min 60 °C, 2 
min 70 °C (40x); 10 min 70 °C (lx) 

AmpUfikat: Es wird ein 410 bp Fragment der revers transkribierten hCYP2D6-mRNA 
amplifiziert. 



Sequenzen der Primer: 

16093 : 5 -CATACTGCTTCGACC AGTTGCG-3 ' 
17606 : 5 '-GCAGGTGAGGGAGGCGATC AC-3 ' 



Western-Blot 



Nachdem die homogene Expression von hCYP2D6 in den erfindungsgemafien V79MZh2D6- 
Zellinien uber in ri*u-Immunfluoreszenz nachgewiesen worden war, wurde durch Western- 
Blotting das Molekulargewicht des heterolog exprimierten hCYP2D6 uberpruft und ein 
qualitativer Hinweis auf die relativen hCYP2D6-Gehalte erhalten (Figur 11). 

Hierzu wurden die in einer SDS-PAGE (Laemmli, 1970) aufgetrennten Proteine eines 
Zellhomogenats (vgl. Beispiel 4) 30 min lang im n ^/«/-^»-Verfahren bei 225 mA in einer 
"Semi Dry Elektroblotter».Apparatur (Sartorius, Gottingen) aus dem Polyacrylamidgel auf 
eine Lnmobilon-P-Membran (Millipore, Dreieich) geblottet (Burnette, 1981). Fur den 
Transfer wurden ausgehend von der Graphit-Anode zwei mit PuflFer C (0,03 M Tris, 20 % 
Methanol, 0,04 M 6-Aminohexansaure, ad pH 10 mit Natronlauge) durchtrankte Whatman 3 
MM-Papiere, das zuvor 15 min in Puffer C eingelegte Gel, die zuvor mit Methanol benetzte 
und daraufhin 10 min in Puffer B (0,03 M Tris, 20 % Methanol, ad pH 10 mit Natronlauge) 
eingelegte Membran, zwei mit Puffer B durchtrankte Whatman 3 MM Papiere und zwei mit 
Puffer A (0,3 M Tris, 20 % Methanol, ad pH 10 mit Natronlauge) durchtrankte Whatman 3 
MM Papiere blasenfrei aufeinandergelegt und hierauf die Graphitkathode fixiert. 
Zur Immunodetektion des hCYP2D6 wurde die geblottete Membran iiber Nacht in PBS, 7 % 
MagermUchpulver (Marke "Glucksklee", Nestle Deutschland AG, Frankfort) bei 4 °C 
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geblockt, kurz mit PBS gewaschen und fur 1 Std. in primarer Antikorperlosung (polyklonales 
anti-hCYP2D6 Antiserum 637.2 aus Kaninchen, 1:100 verdunnt in PBS) geschwenkt 
AnschlieBend wurde dreimal 15 min in PBS, 0,5 % Tween20 gewaschen, 30 min in 
sekundarer Antikorperlosung (POD-gekoppelter anti-Kaninchen IgG aus der Ziege, 0,2 
5 U/ml, 1:10000 verdunnt in PBS, Boehringer Mannheim, Mannheim) inkubiert und wieder 
dreimal 15 min in PBS, 0,5 % Tween20 gewaschen. Das hCYP2D6 wurde daraufhin fiber 
den gebundenen sekundaren Antikorper mit dem ECL-Kit (EnJicmced Chemilumineszenz, 
Amersham, Little Chalfont, England) nachgewiesen. Dabei wird die Lichtemission wahrend 
der Peroxidase-katalysierten Oxidation von Luminol in Gegenwart von Wasserstoflperoxid 
10 mit Hyperfilm ECL (Amersham, Little Chalfont, England) detektiert 

Die experimentellen Molekulargewichte fur hCYP2D6 von 56,0 ± 0,6 kDa und fur hCYPOR 
von 80,3 ± 2,8 kDa stimmten gut mit den rechnerischen Werten von 55,8 kDa und 76,7 kDa 
uberein. Auflfallend war der relativ sehr geringe Gehalt an hCYP2D6 10; vgl. Figur 11. 

15 

Beispiel 4: CO-Differenzspektren 

Urn die unterschiedlichen hCYP2D6 1-exprimierenden Zellinien V79MZh2D6*l, -hOR, -H 
20 und -S sowie die verschiedenen allelen Varianten vergleichen tm konnen, wurde der 
Cytochrom P450-Gehalt mittels CO-Diflferenzspektren bestimmt. 

Fur Herstellung von Zellhomogenat wurden V79MZ-Zellen in mindestens drei 250 ml- 
Gewebekulturflaschen bis zu 80 - 100 %iger Konfluenz kultiviert. Die trypsinierten Zellen 

25 wurden vereinigt, gleichmaBig auf je drei 145/20 mm-Gewebekulturschalen pro 250 ml- 
Gewebekulturflasche verteDt und in 20 ml Komplettmedium ohne G418 oder Hygromycin B 
bis zu 90 %iger Konfluenz inkubiert. Das Medium wurde verworfen und zweimal mit 5 ml 
eisgekuhltem Puffer (100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4) nachgespult. Die Zellen wurden in 4 
ml eisgekuhltem Puffer mit einem Gummischaber von der Platte abgelost, vereinigt und durch 

30 lOminutige Zentrifugation bei 1500 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde vollstSndig 
abgenommen, das Pellet in 1 ml Puffer pro neun 145/20 mm-Gewebekulturschalen sorgfaltig 
resuspendiert und wie folgt aliquotiert: Zur Auifitahme von CO-Diflferenzspektren wurde 1 ml 
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der Zellsuspension abgenornmen (1 ml-Aliquot), der Rest 1:1 mit Puffer verdunnt, 
resuspendiert und zur Bestimmung des Proteingehalts, der enzymatischen Aktivitat, fur 
enzymkinetische Messungen und fur Western-Blots in 100 - 300 ul-Einheiten aufgeteilt 
(verdunnte Aliquots). Alle Aliquots wurden in flUssigem StickstofF schockgefroren, urn die 
Zellen aufzubrechen, und anschlieBend bis zum Gebrauch bei - 80 °C aufbewahrt. 

Ein 1 ml-Aliquot Zellhomogenat wurde auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von 20 ul 100 
mM PMSF (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) in Isopropanol in 1 ml 
Solubffisierungspuffer (100 mM Natriumhydrogenphosphat, pH 7,4, 10 % (v/v) Glycerin, 0,5 
% (w/v) Emulgen 913 (Kao-Atlas, Tokyo, Japan) mit einer Pipette sorgfaltig resuspendiert. 
Bei der Messung von hCYP2D6-Spektren wurden auBerdem 10 ul 2 mM Quinidin 
(Hydrochlorid; Sigma, Deisenhofen) zugegeben. Das membrangebundene Cytochrom wurde 
durch 15minutiges leichtes Ruhren auf Eis solubilisiert und unlosliches Material zur 
Reduzierung der Trubung durch Zentrifugation ftir 10 min bei 17000 x g und 4 °C pelletiert 
(Evert et al. y 1997; Tyndale et ah, 1991a). Der Oberstand wurde in einen 2 ml Glas-Glas- 
Homogenisator uberfuhrt, mit einigen Kristallen Natriumdithionit (Sigma, Deisenhofen) und 
15 Hiiben reduziert und auf zwei Quartzglaskiivetten aufgeteilt. Nachdem am Aminco DW- 
2000 UV/VIS-Spektrophotometer (SLM Instruments Inc., Urbana, IL) das reduzierte 
Spektrum zwischen 400 und 500 nm aufgezeichnet worden war, wurde die Losung in der 
Probenkuvette mit etwa 60 Blasen Kohlenmonoxid gesattigt und sofort das CO/reduzierte 
Spektrum gemessen (Estabrook et al., 1972). Aus beiden Spektren wurde das CO/reduzierte 
versus reduzierte Spektrum (CO-Differenzspektrum) berechnet und hieraus anhand der 
Extinktionskoeffizienten von 91 mM^m" 1 und 110 mMW 1 (Omura und Sato, 1964b) die 
Cytochrom P450- und Cytochrom P420-Konzentration abgeleitet. 

Ohne Solubiliserung und Zentrifugation war das Zellhomogenat fur die Messung von CO- 
Spektren zu stark getrubt. Nach Zentrifugation ohne vorherige SolubUisierung war alles 
Cytochrom P450 im PeUet enthalten. Bei Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens mit 
dem nicht-ionischen Detergenz Emulgen 913 wurde das Cytochrom P450 jedoch nahezu 
vollstandig solubflisiert (Figur 12B). Nach Zentrifugation zur Entfernung der Trubung war es 
im Solubilisat gut meBbar. Optimal war eine Endkonzentration von 0,25 % Emulgen 913. 
Auch durch wiederhohe Behandlung des resuspendierten PeUets mit Emulgen 913 lieB sich 
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kein weiteres Cytochrom P450 solubilisieren. Die Solubilisierung war unabhangig von der 
Ham-Inkorporatioii, wie insbesondere die Solubilisierung von hCYP2D6 9 nach Zellaufzucht 
mit und ohne Quinidin zeigte (Figuren 12B und 14A). 

5 Dahingegen wurden bei Expression in Baculovirus-infizierten Insektenzellen mit Emulgen 
911 maximal etwa 50 % des hCYP2D6 1 solubilisiert (Evert etal, 1997; Paine et aL, 1996). 
Die Variante hCYP2D6 7, die aufgrund der Mutation HiS324Pro kein Ham inkorporieren kann 
und daher nicht-funktional ist, wurde praktisch nicht solubilisiert (Evert et al., 1997). Eine 
Abhangigkeit von exogenem Ham bestand in beiden Fallen ebenfalls nicht. Im Gegensatz 

10 dazu wurde fur die Solubilisierbarkeit von Baailoviras-exprimiertem bCYPcl7 eine deutliche 
Abhangigkeit von der Ham-Inkorporation beschrieben (Barnes et al, 1994). Folglich mtissen 
auBer der Assoziation mit Ham wekere Faktoren die Solubilisierbarkeit beeinflussen, 
beispielsweise die intrazellulare Lokalisation des heterolog exprimierten Cytochroms P450, 
seine Aggregationstendenz, die Zusammensetzung der intrazellularen Membransysteme des 

15 Expressionssystems oder die Art der Bindung des Cytochroms P450 in der Membran. 

Aerobe Messung 

Durch die Reduktion des Solubilisates mit Natriumdithionit unter aeroben Bedingungen kann 
20 das prosthetische Ham labilisiert und zerstort werden (Omura und Sato, 1964b). Die 
Aufhahme eines CO-Spektrums zu verschiedenen Zeiten nach der Probenbegasung mit 
Kohlenmonoxid zeigte entsprechend eine deutliche Verringerung der Absorption bei 450 nm 
zugunsten einer Zunahme des Cytochrom P420-Peaks. Allerdings konnte zugleich gezeigt 
werden, daB der Fehler unter aeroben Bedingungen vernachlassigbar war, wenn die Spektren 
25 nur wenige Minuten nach Reduktion der Probe aufgenommen wurden (Figur 13). 

Einflufi von Quinidin auf die Stabilitat von hCYP2D6 

Enzyme lassen sich bisweilen durch ihre Substrate oder kompetitive Inhibitoren stabilisieren. 
30 Ftir hCYP2D6 wird eine Stabilisierung durch den kompetitiven Inhibitor Quinidin diskutiert 
(Gillam et al., 1995). Bei Aufiiahme der Spektren von hCYP2D6 2, 9, 10 und 17 wurde im 
Gegensatz zum hCYP2D6 1-Spektrum jeweils ein mehr oder minder ausgepragter Peak fur 
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Cytochrom P420 beobachtet. Daher wurde dem SolubUisierungspuffer Quinidin zugesetzt, 
um einer mogHchen Labffisierung durch die Solubilisierung entgegenzuwirken. Die Spektren 
bbeben jedoch weitgehend unverandert, insbesondere trat weiterhin ein Cytochrom P420- 
Peak auf. Das Cytochrom P450 muBte also schon vor der Solubihsierung und Reduktion 
degradiert worden sein. 

Zum Nachweis wurde Quinidin bei der ZeUaufzucht zur Spektrenaufiiahme direkt in das 
Kulturmedium gegeben. TatsachUch wurde ein stabilisierender Effekt beobachtet, der 
abhangig vom hCYP2D6-MA sehr unterschiedlich ausgepragt war (TabeUe 3): Das 
Spektrum von hCYP2D6 1 (Wildtyp) bUeb unverandert. Der Cytochrom P450-Gehalt 
anderte sich nicht. Dies war zu erwarten, da das Enzym sich von vornherein durch hohe 
Stabilitat auszeichnet. Bei Variante hCYP2D6 2 trat kein Cytochrom P420-Peak mehr auf. 
Der berechnete Cytochrom P450-Gehalt entsprach genau der Summe der zuvor bestimmten 
Gehalte an Cytochrom P450 und Cytochrom P420 (TabeUe 3). Ahnliches wurde bei 
hCYP2D6 17 beobachtet, wobei der Peak fur Cytochrom P420 jedoch nicht vdffig 
verschwand. Wie nach den Ergebnissen der Western-Analyse erwartet, war die 
Quantifizierung des hCYP2D6 10-CO-Differenzspektrums wegen der geringen Proteinmenge 
schwierig. Ein Cytochrom P450-Peak war nicht erkennbar. Der Cytochrom P420-Gehalt 
schien bei Inkubation mit Quinidin leicht erhoht zu sein. Eine dramatische Veranderung 
zeigte sich bei Variante hCYP2D6 9. Der Cytochrom P420-Peak verschwand voUstandig und 
der Cytochrom P450-Gehalt war 4 - 6fach erhoht (Figur 14A). 

Dahingegen deutete ein vergleichender Western-Blot wie bei alien anderen Varianten, wenn 
iiberhaupt, nur auf eine geringe Erhohung des hCYP2D6 9-Apoprotein-Gehaltes hin 
(Figur 14B). Quinidin beeinfluBt demnach die StabiUtat des Apoproteins nicht entscheidend, 
sondern stabUisiert das prosthetische Ham im Cytochrom. Die Solubuisierbarkeit der 
betrachteten hCYP2D6-Varianten wurde von Quinidin bzw. der Ham-Inkorporation nicht 
wesentlich beeinfluBt (Figur 12B). 



Cytochrom P450-Gehalte 



bestimmten Cytochrom P450-Gehalte sind in TabeUe 3 zusammengefaBt. 
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ohne Quinidin mit Quinidin 

(pmol/mg Zellprotein) (pmol/mg ZeUprotein) 



Zellinie 


P4S0 


P420 


P450 


P4S0 


P420 


P450 








+P420 






+P420 


V79MZmockneo 


0 


0 


0 


_ 






V79MZhOR 


0 


0 


0 




- 


- 


V79MZhlAl 


11,4*1,8 


0 


11,4*1,8 








V79MZrlAl 


6,8±1,9 


5,6*2,7 


12,4±4,7 




— 


_ 


V79MZmlAl 


7,6*1,9 


2,6*0,8 


10,2*2,0 






- 


V79MZflAl (scup) 


2,5±0,8 


3,5±1,6 


6,1*2,4 


■ 


- 


r 


V79MZfa2El 


5,2±0,6 


0,9*1,0 


6,1*0,5 








V79MZh3A4-hOR 


8,0*1,0 


3,0*0,9 


11,0*1,7 


_ 




. 


V79MZh2D6*l-hOR 


41,9 


0 


41,9 


44,0 


0 


44,0 


V79MZh2D6*l-S 


17,4*1,8 


0 


17,4*1,8 


14,41 


0 


14,41 


V79MZh2D6*l-H 


20,3 


0 


20,3 


10,83 


0 


10,83 


V79MZh2D6*l 


24,9*3,2 


0 


24,9±3,2 


30,9 


0 


30,9 


V79MZh2D6*2 


10,9*4,3 


2,5±2,2 


13,4*4,7 


12,2 


0 


12,2 


V79MZh2D6*9 


5,4±2,4 


1,0±0,9 


6,4*1,9 


35,7*13,3 


0 


35,7*13,3 


V79MZh2D6*10 


0 


2,2±0,2 


2,2*0,2 


0 


4,44 


4,44 


V79MZh2D6*17 


4,3*0,7 


3,8±0,7 


8,2*1,0 


9,0 


1,9 


10,9 



TabeUe3 

Cytochrom P4S0-Gehalte verschiedener V79MZ-Zellinien. Angegeben sind entweder die Werte aus 
Einzeimessungen oder die Mittehverte und Standardabweichungen aus mind est ens drei unabhangigen 
Messungen. 

Abkurzungen: -: nicht untersucht 

In parentalen und Schein-transfizierten V79MZ-Zellen konnte kein Cytochrom P450 
gemessen werden. Die relativen Gehalte an gesamtem Cytochrom P450 + P420 stimmten gut 
mit den relativen Bandenintensitaten in den Western-Blots (Figuren 12B und 14B) uberein. 
Dies ist ein Indiz dafur, daB die spektrophotometrisch bestimmten Cytochrom P450 + P420- 
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Gehalte den Gehalten an Apoprotein entsprechen und folglich die endogene Ham-Synthese 
im V79MZ-Zellen ausreichend ist. 

Um verschiedene Zellinien und aUele Varianten zu vergleichen, kann entweder auf den Gehalt 
an funktionalem Holoenzym Cytochrom P450, auf den Gesamtgehalt an Cytochrom P450 + 
P420, den gesamten Apoproteingehalt oder auf das Expressionsniveau, also den mRNA- 
Gehalt, Bezug genommen werden. Je naoh Bezugswert kann der Vergleich sehr verschieden 
ausfallen, beispielsweise aufgrund unterschiedUcher Ham-Inkorporation oder 
Protemstabilitaten. Im Folgenden wird auf die Gesamtgehalte an Cytochrom P450 + P420 
bezogen. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 3 fett gedruckt. Dabei wurde 
angenommen, daB die Menge an P420 wesentlich von der Praparation abhing, denn wahrend 
der Anteil an P420 zwischen verschiedenen Praparationen schwankte, war der Gesamtgehalt 
an P420 + P450 etwa konstant. 

Vergleich mit fruheren Messungen 

Durch ein neues Solubilisierungsverfahren gelang es, mit lOOfach weniger V79-Zellen als 
bisher CO-Differenzspektren aufeunehmen. Die so bestimmten Cytochrom P450-Gehalte 
waren etwas hoher als die zuvor ftir V79MZCYP-ZeUinien publizierten (TabeUe 4). 



Zellinie 
V79MZ parental 
V79MZhlAl 
V79MZh3A4-hOR 



CO-Spektren mit Solubilisat 
pmol CYP/mg Zellprotein 



P450 



11,4 ± 1,8 



8,0 ± 1,0 



P420 



3,0±04> 



0 pmol/mg (Onderwater et ah, 1996) 
CO-Differenzspektrum von Mikrosomen 
14 pmol/mg (Onderwater et al., 1996) 
CO-Differenzspektrum von Mikrosomen 
5 pmol/mg (Schneider et al., 1996) 
Western-Analyse von Zellhomogenat 



Taelle 4 
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Vergleich der uber CO-DifTerenzspektren bestimmten Cytochrom P450-Gehalte in V79MZCYP- 
Zellinien mit f ruheren Ergebnissen. 

5 Beispiel 5< Bufuralol-Hydroxylierung 

Zum Nachweis der Funktionalitat des heterolog exprimierten Cytochroms P450 2D6 wurde 
die hCYP2D6-spezifische Hydroxylierung von Bufuralol (l'-Hydroxylierung von (+)- 
BufUralol bzw. 4-Hydroxylierung von (-)-Bufuralol) bestimmt (Figur 15). 

10 

Dazu wurde ein verdunntes Aliquot Zellhomogenat auf Eis aufgetaut und durch Pipettieren 
sorgfaltig rehomogenisiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Homogenat zum 
Reaktionsansatz (jBnal: 100 ^il Gesamtreaktionsvolumen, 150 ^ig Gesamtprotein 
(V79MZh2D6*10: 300 ng), 200 jiM Bufuralol, 2 mM NADPH (Boehringer Mannheim 

15 GmbH, Mannheim) in 0,1 M KaUum-phosphatpuffer, pH 7,4) gestartet und nach 30minutiger 
(V79MZh2D6*10: 90 min) Inkubation im Wasserbad bei 37 °C durch Zugabe von 12 \il 60 
% (v/v) Perchlorsaure (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim; ca. 0,33 M) gestoppt Die 
Proben wurden einige Minuten auf Eis inkubiert und das Prazipitat abzentrifu^ert (10 min, 
17000 x g, 4 °C). Das im Uberstand enthaltene Substrat Bufuralol und Produkt Hydroxy- 

20 Bufuralol wurden mittels HPLC getrennt und fluorimetrisch detektiert (Kronbach et al 9 
1987; Kronbach, 1991). Die chromatographische Trennung erfolgte isokratisch in waBrig- 
organischer mobiler Phase (30 % (v/v) Acetonitril (HPLC-Reinheitsgrad, Riedel-de Haen, 
Seelze), 40 % (v/v) Methanol, 30 % (v/v) Wasser, 2 mM Perchlorsaure), bei einer FluBrate 
von 1 ml/min und 50 °C Uber eine Hypersil ODS CI 8 "reversed phase" ^Saule (24 cm x 4,6 

25 mm, PartikelgroBe 5 urn; Supelco, Bellefonte, PA). Dem System war eine C8-Vorsaule 
vorgeschaltet. Das Huoreszenzsignal (Anregung bei 252 nm, Emission bei 352 nm) wurde 
am Fluorescence HPLC Monitor RF-530 (Shimadzu (Europa) GmbH, Dusseldorf) detektiert, 
mit dem Chromatopac C-R3A 530 (Shimadzu (TEuropa) GmbH, Dusseldorf) aufgezeichnet 
und die Peakflache automatisch integriert. 

30 Die Retentionszeiten betrugen fiir Hydroxy-Bufuralol ca. 8 min und fur Bufuralol ca. 22 min. 
Die Quantifizierung erfolgte durch externe Standardisierung mit einer r-Hydroxy-Bufiiralol- 
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Standardkurve im Bereich von 0,5 - 20 nM Endkonzentration nach Inkubation mit 
Homogenat der Schein-transfizierten Zellinie V79MZmockneo. 

Die Konzentrationen der gravimetrisch hergestellten Stammlosungen warden 
spektrophotometrisch iiberpriift. Es wurde mit ExtinktionskoeflBzienten von 16,3 mMW 1 
fcr l'-Hydroxy-Bufuralol bei 245,5 nm (Gentest Corp., Woburn, MA) und 15,1 mMW 1 
fiir Bufuralol bei 248 nm (Ultrafine Chemicals, London, England) gerechnet. 

Die Reaktion war bei 37 °C bis zu 150 ug Gesamtprotein/100 pj uber 30 min im linearen 
Bereich. Urn bei Variante hCYP2D6 10 ein quantifizierbares Signal messen zu konnen, 
muBten 300 ug Gesamtprotein/100 ul iiber 90 min inkubiert werden. Die angegebenen 
Aktivitaten for hCYP2D6 10 unterschatzen daher die tatsachlichen Werte; vgl. TabeUe 6. 

Inhibition der Bufuralol-Hydroxylierung 

Fur Inhibitionsstudien wurde dem Reaktionsansatz zur Bufuralol-Hydroxylierung Quinidin in 
einer Endkonzentration von 0,01 - 2 uM (2 mM Stamml6sung in Methanol, dann verdunnt 
in 0,1 M KaUumphosphatpuffer, pH 7,4; < 0,1 % Methanol im Assay; Kontrolle ohne 
Quinidin mit 0,1 % Methanol) oder inhibitorisches anti-hCYP2D6-Antiserum (LKM-Serum 
2) und humanes Kontrollserum (freundhcherweise zur Verfugung gestellt von Dr. U. M. 
Zanger, Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut, Stuttgart) in Endverdiinnungen von 1:100 - 
1:1000 zugesetzt. 

Die Bufuralol-Hydroxyberung lieB sich mit hCYP2D6-s P ezifischem Antiserum in einer 
Endverdunnung von 1:100 bei alien hCYP2D6-Varianten nahezu vollstandig inhibieren. Bei 
einer Endkonzentration von 1 uM des hCYP2D6-spezifischen Inhibitors Quinidin war die 
Bufuralol-Hydroxylierung aUelunabhangig zu etwa 90 % inhibiert (Figur 16). 

Beispiel 6: Kultivierungs- und Homogenisierungs-Bedingungen 

Urn auszuschheBen, daB die endogene Ham-Synthese fur den Gehalt an funktionalem 
Cytochrom P450 limitierend ist, wurde das Kulturmedium mit Haminchlorid (Sigma, 
Deisenhofen) bzw. der Iimitierenden Synthesevorstufe o-Aminolavulinsaure (Hydochlorid, 
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Sigma, Deisenhofen) und Eisen(EI)zitrat (Sigma, Deisenhofen) supplementiert. Bis zur 
Zytotoxizitat bei 10 \iM Haminchlorid bzw. 10 mM 5-Aminolavulins^e/Eisen(III)zitrat 
wurde keine gesteigerte Bufuralol-Hydroxylase-Aktivitat pro mg Gesamtprotein im 
Zellhomogenat gemessen. 

5 

Die Bufuralol-Hydroxylase-Aktivitat im Zellhomogenat war jedoch von der Zelldichte beim 
Ernten der Zellen, der Art der Homogenisierung sowie der Anzahl an Einfner/Auftau-Zyklen 
abhangig. Das Verfahren zur Gewinnung des Zellhomogenates wurde daher optimiert: 
Bei Zelldichten uber 90 % nahm die BufuraloHIydroxylase-Aktivitat pro mg Gesamtprotein 

10 im Zellhomogenat urn etwa 10 - 20 % ab. Bei uberwachsenen Kulturen mit Zelldichten 
deutlich tiber 100 % wurde nur etwa die Halfte der maximalen Aktivitat gemessen. Um 
Zellhomogenat fur enzymatische Umsetzungen zu erhalten, mufiten die Zellen aufgebrochen 
werden. Die hochsten Aktivitaten wurden nach Frieren in flussigem Stickstoff bestimmt. Die 
Benutzung eines Glas-Glas-Homogenisators resultierte in 10 - 20 % niedrigeren Aktivitaten. 

15 Durch Zugabe von 1 mM PMSF als Proteaseinhibitor konnte der Aktivitatsverlust verhindert 
werden. Ultraschallbehandlung fuhrte sowohl ohne als auch mit PMSF zum Verlust von bis 
zu 70 % der Aktivitat. Wiederholtes Auftauen und Einfiieren des Zellhomogenates fiihrte zu 
nicht reproduzierbaren Anderungen in der Bufuralol-Hydroxylase- Aktivitat. 

20 Die optimalen Bedingungen zur Gewinnung von Zellhomogenat sind bei Zelldichten von 90 
% gegeben mit anschlieBendem Ernten der Zellen durch Pelletieren, Resuspendieren in 
Puffer, Aliquotieren, Schockgejfrieren in flussigem StickstoflF und Lagerung bei - 80 °C bis 
zum Gebrauch. Die Aliquots wurden nur einmal aufgetaut und Reste verworfen. 

25 Beispiel 7: Koexpression von hCYP2D6 und hCYPOR und Promotorvergleich 

Ftir einige heterolog exprimierte Cytochrom P450-Isoformen ist die endogene CYPOR- 
Synthese in V79-Zellen fur die maximale enzymatische Aktivitat nicht ausreichend. Daher 
wurde beispielsweise hCYP3A4 mit hCYPOR koexprimiert (Schneider et al 9 1996). Ein 
30 entsprechender Ansatz wurde mit hCYP2D6 1 verfolgt (Transfektionsansatz Til); vgl. 
Tabelle 5. 
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Zum Nachweis der hCYPOR-Aktivitat wurde die NADPH-abhangige Cytochrom c- 
Reduktase-Aktivitat bestimmt (Kubota et aL, 1977). Dazu wurde ein verdunntes Aliquot 
Zellhomogenat auf Eis aufgetaut und durch Pipettieren sorgfaltig rehomogenisiert. Nach 
2minutiger Vorinkubation des Reaktionsansatzes bei 37 °C (final: 800 ul 
Gesamtreaktionsvolumen, 40 - 100 ug Gesamtprotein, 225 uM KaUumcyanid (Sigma, 
Deisenhofen), urn die Reoxidation von reduziertem Cytochtom c durch die Cytochrom- 
Oxidase zu verhindern, 125 uM NADPH, 45 uM Ferri-Cytochrom c (Sigma, Deisenhofen) 
aus Rinderherz in 50 mM Kaliumphosphatpuflfer, pH 7,8) wurde die Reaktion durch Zugabe 
des Cytochrom c gestartet und die Zunahme der Extinktion bei 550 nm und 3*7 °C am 
Uvikam 941 Plus UVmS-Spektrophotometer (Kontron Instruments Ltd., Watford, 
England) aufgezeichnet. Fur die Berechnung der Cytochrom c-Reduktase-Aktivitat aus der 
Anfangssteigung wurde ein Extmktionskoeffizient von 19,1 mMTW 1 verwendet (Chance 
1957). 



Li Ubereinstimmung mit Schneider et al. (1996) betrug die endogene Cytochrom c- 
Reduktase-Aktivitat von V79MZ-Zellen 9 - 14 nmoymin/mg Zellprotein. Bei zusatzlicher 
Expression von hCYPOR wurden deutliche hohere Cytochrom c-Reduktase-Aktivitaten von 
3 1 - 182 nmol/mg/min gemessen. 



ZeDinie 



Promotor 



Cytc-Red. 
nmol/mg/min 



BufuraloI-HydroxyUerung Bufuralol-Hydroxylierung 
pmol/mg/min pmol/pmol hCYP2D6/min 



Selek- 
tivitat 







(+) 


(+/-) 


(-) 


eg 


<+/-) 


O 


(-)/(+) 


V79MZmockneo 


8,8±1,3 


0 


0 


0 










V79MZHOR 
V79MZ2h3A4-hOR 


124,6±24,9 
31,5±8,S 

















V79MZh2D6*l-hOR SV40 
V79MZh2D6*l SV40 
V79MZh2D6*l-H CMVp 
V79MZh2D6*l~S MPSV-LTR 
+ CMVe 



182,2*8,0 
13,5*4,2 
14,1*1,6 
9,9±1,1 



292*34 143*6 64*6 7,0*0,8 3,4*0,2 1,S*),2 0,22*0,05 

163i32 108±15 6\5±2,1 4 J±ia 2,6*0,9 0,40*0,16 

135*27 76*5 60*13 6,9*1,3 3,8*0,3 2,9*0,7 0,43*0,18 

110*19 57*5 4^ 6-1*1,7 3 ,3*0,tf 2,6*0,3 0,41*0,08 



TabeUe5 

Cytochrom c-Reduktase-Aktivitaten der CYPOR (Cyt.-Red.) und Buftralol-Hydroxylase-Aktivitaten 
des I.CYP2IK. Die Selekthitat ist der Quotient aus den 0-Bufuralo]- und W-Bufuralol-Akti^aten. Es 
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sind die Mittelwerte and Standardabweichungen aus mindestens drei unabhiingigen Messongen 
angegeben. 

Abkurzungen: (+): (+>Bufuralol; (-): (-)-Bufuralol; (+/-): razemisches Bofuralol; SV40: fruher SV40 
Promoter; CMVp: Cytomegalovirus-Promotor; MPSV-LTR + CMVe: Myeloproliferativer Sarkoma 
5 Virus-long terminal repeat und Cytomegalovinis-JSMkoncer 

Bei Koexpression von hCYP2D6 1 mit hCYPOR wurden wesentlich hohere Bufuralol- 
Hydroxylase-Aktivitaten gemessen als bei heterologer Expression von hCYP2D6 1 allein 
(Tabelle 5). Nach Normierung auf die hCYP2D6-Gehalte (vgl. Tabelle 4) ergaben sich 

10 jedoch unabhangig von der hCYPOR-Koexpression fiir alle hCYP2D6 1-exprimierenden 
Zellinien nahezu identische Umsatzraten. Im Gegensatz zu hCYP3A4 ist die hCYP2D6- 
Aktivitat folglich nicht durch die endogene CYPOR-Aktivitat limitiert. Die 
Aktivitatsunterschiede zwischen den Zellinien V79MZh2D6*l-hOR und V79MZh2D6*l 
sind folglich auf eine unterschiedliche Integration der cDNA-Expressionkassette in das 

15 V79MZ-Genom zuruckzufuhren. Der Vergleich mit den Aktivitaten der Zellinien 
V79MZh2D6*l-H und V79MZh2D6*l-S zeigte zudem, daB der "Integrationseflfekt" 
erheblich groBeren EinfluB auf Aktivitatsunterschiede zwischen verschiedenen Zellinien bzw. 
den homogenen Klonen eines Transfektionsansatzes hat als die Wahl des Promotors. 
Insbesondere sind im V79-System die Expressionsraten mit SV40- und CMV-Promotor 

20 vergleichbar, wahrend in COS-1 Zellen mit dem CMV-Promotor bis zu lOfoch hohere 
Expressionsraten erreicht werden (Clark und Waterman, 1991). Ahnliche Ergebnisse wurden 
von Schneider etal. (1996) gefunden. 

Die gute Ubereinstimmung der Umsatzraten demonstrierte auBerdem die Zuverlassigkeit 
sowohl des Bufuralol-Hydroxylase-AktivitStstestes als auch der Quantifizierung des 
25 Cytochrom P450-Gehaltes mittels CO-Di£Ferenzspektren von solubilisiertem Zellhomogenat. 

Beispiel 8: Vergleich der Zellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17 

Bufuralol-Hydroxylase-Aktivitat 

30 

Die polymorphen Zellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17 wurden hinsichtiich der 
hCYP2D6-spezifischen Bufiiralol-Hydroxylierung verglichen. Wahrend die Selektivitat 
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gegenuber (+)-Bufuralol fur alle Zellhomogenate praktisch identisch war, waren die 
Aktivitaten gegenuber dem Wildtyp-Zellhomogenat V79MZh2D6*l vennindert (Tabelle 6). 
Insbesondere besaB V79MZh2D6*10-ZeUhomogenat lediglich etwa 2 % der Wildtyp- 
Zellhomogenat-Aktivitat. Nach Normierung auf die hCYP2D6-Gehalte (vgl. TabeUe 4) 
ergaben sich fiir hCYP2D6 1 und hCYP2D6 2 vergleichbare, fur hCYP2D6 9 etwa doppelt 
und fur hCYP2D6 17 etwa halb so groBe Umsatzraten. 



ZeUinie 



BulUralol-Hydroxylase-Alrtivitat 
pmol/mg/min 



Bufiiralol-Hydroxylase-Umsafzrate 
pmol/pmol hCYP2D6/min 



(+/-) 



V79MZmockneo 



(-) 
0 



(+) 



(+/-) 



(-) 



Selcktivitat 



(-y(+) 



V79MZh2D6M 162,7*31,6 108,0±15,3 65,0*13,5 

V79MZh2D6*2 954*tt,6 S9,7±13,9 43,8*14,7 

V79MZh2u6*9 93,9*11,5 61,8±4,7 45,9*3,1 

V79MZh2»6M0 3,3*0,4 24±04 M ±0,3 

V79MZh2Dtf*17 29,3*1,9 21,642,4 14,4*3,3 



6,53*2,11 4,34*1,17 2,61*0,88 

7,11*4,63 4,46*2,60 347*244 

14,67*64 9,66*3,60 747*2,61 

1,48*049 1,03*0,17 0,63*048 

3,57*0,66 2,65*0,61 l,77±0/a 



0,40*046 
0,46*049 
0,49±0,16 
0,42±044 
0,49±0,14 



TabeUe 6 

Bufaralol-Hydroxylase-Aktivitaten der polymorphen Zellinien bei 200 nM Bufuralol. Die SelektivitSt 
ist der Quotient aus den (-)-Bufuralol- und (+>BufuraIol-Aktivitaten. Es sind die MHtelwerte und 
Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Messungen angegeben. 
Abkfirzungen: (+): (+>BufuraloI; (-): (-)-Bufuralol; (+/-): razemisches Bufuralol 

Kinetik der (+)-BufuraloI-l '-Hydroxylierung 



Die Allel-spezifischen kinetischen Parameter der (+)-Bufuralol-l'-HydroxyUerung wurden 
unter Annahme einer monophasischen Michaehs-Menten-Kinetik ohne Inhibitor (y = V msai * 
[SJ / (Km + [S]) ermittelt (Tabelle 7). Die nicht-lineare Kurvenanpassung an die MeBpunkte 
V erfolgte durch Minimierung der Summe der Abstandsquadrate und Wlchtung mit dem 
Faktor 1/V (Figur 17). Dabei wurde mit den Mittelwerten und Standardabweichungen aus 
drei unabhangigen Messungen gearbeitet. 



WO 01/68907 




PCT/DE01/00597 



ZeDinie Bezug auf mg Gesamtprotein Bezug auf den Cytocfarom P450-Gehalt 







Km 




Umsafzraie 






pmol/mg/min 


uM 


ml/rn g/min 


pmol/pmol P450/min 


ml/pmol P450/min 


V79M23i2D6*l 


170,8±1S£ 


13,8*1,6 


12400*2580 


6^±13 


500*170 


V79M22i2D6*2 




22,6±0,6 


45>4Q±220 


8^*3,1 


370*150 


V79M23i2D6*9 


100,0*15,0 


15,0*2,9 


6670*1970 


15,6*7,0 


1040*670 


V79MZh2D6*10 


4,3*04 


53,3*10,3 


80*17 


1,9*0,2 


40*10 


V79MZ&2D6M7 




28^*1,3 


1220*160 


4,2*0,9 


150*40 



Tabelle 7 

Kinetische Parameter der (+>Bufuralol-l'-Hydroxylierung fur hCYP2B6 1, 2, 9, 10 und 17. Es sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Messungen angegeben. 
5 Abkurzungen: V^: maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei Substratsattigung des Enzyms; 
Km: Micbaelis-Menten-Konstante; Cl jnt : intrinsische Clearance (Cl^ » V^/Km) 

Beispiel 9: Vergleich mit anderen Expressionssystemen 

10 

hCYP2D6 2 (Substitutionen Arg2 9 6Cys und SerWThr) 

Mit V79MZh2D6*2-Homogenat wurden im Vergleich zum Wildtyp-Enzym hCYP2D6 1 ein 
etwas erhohter Km und eine vergleichbare Umsatzrate bestimmt. Das CO-Differenzspektrum 

15 zeigte im Gegensatz zum Wildtyp-Enzym geringe Mengen an Cytochrom P420. 

In volliger tfbereinstimmung mit dem V79-Expressionssystem betrug die absolute Bufiiralol- 
Hydroxylase-Aktivitat von hCYP2D6 2 gegenuber dem Wildtyp bei cDNA-Expression in 
COS-1 Zellen bei vergleichbarer Umsatzrate nur etwa 60 % (Oscarson et al. 9 1997). Es blieb 
unMar, ob es sich um einen Zufall handelt oder eine Allel-abhangige Ursache existiert Bei 

20 Expression von hCYP2D6 1 und hCYP2D6 2 in Hefe (Oscarson et cd., 1997) war die 
(+)-Bufuralol-Umsatzrate bei Substratsattigung vergleichbar und der Holoprotein-Gehalt von 
hCYP2D6 2 leicht verringert Als Ursache wird eine venninderte Proteinstabilitat oder auch 
Translationsrate diskutiert. Auf eine gegenuber dem Wildtyp-Enzym geringere 
Proteinstabilitat weist auch der Cytochrom P420-Peak im CO-Differenzspektrum von 

25 V79MZh2D6*2 hin. 
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hCYP2D6 9 (Deletion Lys^) 



Mit V79MZh2D6*9-Homogenat wurden im Vergleich zum WUdtyp-Enzym hCYP2D6 1 ein 
identischer Km und eine 2fach hohere Umsatzrate bestimmt. 

Bei Expression von hCYP2D6 9 mittels rekombinantem Vacciniavirus in HepG2-Zellen 
wurde bei Untersuchung der (+)-Bufuralol-Hydroxylierung gegenuber dem Wildtyp-Enzym 
hCYP2D6 1 ein 2,4fach hdherer Km und eine etwa 4fach hdhere Umsatzrate gemessen 
(Tyndale et al., 1991a). Die intrinsische Clearance fur hCYP2D6 9 war also in beiden In 
v/Zro-Expressionssystemen gegenttber dem Wildtyp verdoppelt. 

HCYP2D6 10 (Substitutionen P^Ser und Ser^Thr) 

Mit V79MZh2D6*10-Homogenat wurden im Vergleich zum Wildtyp-Enzym hCYP2D6 1 
ein 4fach hoherer K M und eine 3,5fach geringere Umsatzrate bestimmt. Die htrinsische 
Clearance betrug etwa ein Zwdlftel derjenigen von hCYP2D6 1. Allerdings wurde auf den 
Cytochrom P420-Gehalt normiert, da bei 450 nm kein quantifizierbarer Peak zu erkennen 
war. Die Western-Blots zeigten daruberhinaus, daB die Apoproteinmenge gegenuber alien 
anderen Varianten drastisch verringert war. Daraus folgt, daB die Umsatzrate bezogen auf 
funktionales Holoenzym moglicherweise dem WUdtyp entspricht, wahrend die Aktivitat im 
Homogenat nur etwa 2,5 % derjenigen von V79MZh2D6*l-Homogenat besitzt. Die 
Bestimmung der K M -Konstante ist wegen der geringen Aktivitat des V79MZh2D6*10- 
Homogenates ebenfalls unsicher. 

In vrtro-Expressions-Experimente in COS-1 Zellen zeigten, daB die Substitution Ser 486 Thr 
allein die Menge an exprimiertem hCYP2D6 10 im Vergleich zum Wildtyp leicht steigert, 
wahrend die Substitution Proper zu drastisch verminderten Proteinmengen und 40fech 
verminderter Aktivitat ftihrt; Bei Kombination beider Substitutionen in hCYP2D6 10 
uberwiegt der Alctivitats-mindernde EfFekt der Substitution Pro 34 Ser bei weitem (Johansson 
et al, 1994; Kagimoto et ah, 1990). Dies entspricht exakt den Befunden der Western- 
Analyse und dem Aktivitats-Unterschied zwischen den V79MZh2D6*10 und 
V79MZh2D6*l-Homogenaten. Wahrend in vitro also 40fache Aktivitats-Unterschiede 
zwischen hCYP2D6 1 und hCYP2D6 10 gefunden werden, betragen sie in vho nur etwa ein 
Zehntel (Droll et al., 1 998). 
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hCYP2D6 17 (Substitutional Thr^He, Arg2 9 6Cys und Ser^Thr) 

Mit V79MZh2D6*17-Homogenat wurden im Vergleich zum Wildtyp-Enzym hCYP2D6 1 
5 ein 2fach erhdhter Km und eine 2fach niedrigere Umsatzrate bestimmt. Das CO-Differenz- 
spektrum zeigte im Gegensatz zum Wildtyp-Enzym einen Anteil von etwa 50 % an 
Cytochrom P420. 

In Ubereinstimmung mit dem V79-Expressionssystem betrug die absolute Bufuralol- 
Hydroxylase-Aktivitat von HCYP2D6 17 gegenuber dem Wildtyp bei cDNA-Expression in 

10 COS-1 Zellen nur etwa 20 % (Oscarson et aL, 1997): Wie bei den Substitutionen ArgzjwCys 
und Ser^Thr wurde auch mit der Substitution Thrio 7 He alleine kein wesentlicher EfFekt auf 
die Umsatzrate der Bufuralol-Hydroxylierung beobachtet. Allerdings fiihrte die Substitution 
ThriovDe ahnlich wie die Substitution Se^Thr zu erhohten Proteinmengen, wahrend die 
Kombination aller drei Substitutionen in hCYP2D6 17 verringerte Proteinmengen bei cDNA- 

15 Expression in COS-1 Zellen bewirkte. Als Ursache wird eine verminderte Enzym-Stabilitat 
oder Translationsrate diskutiert. Auf eine gegenuber dem Wildtyp-Enzym geringere 
Proteinstabilitat weist auch der hohe Anteil an Cytochrom P420 im CO-Differenzspektrum 
von V79MZh2D6*17 hin. 

Bei cDNA-Expression in Hefe war die Umsatzrate der Bufuralol-Hydroxylierung bei 
20 Substratsattigung fur alle Mutationen und Kombinationen ahnlich (Oscarson et ah y 1997). 
Die alleinige Substitution des hydrophilen Thri 07 gegen hydrophobes He in einer 
konservierten Region der B'-Helix, die zudem Teil der ersten Substrat-Erkennungs-Region 
ist, fuhrte jedoch zu einer Erhohung des K M der Codein-O-Demethylierung (Oscarson et al 9 
1997). Der K M fur die Bufuralol-Hydroxylierung war hingegen tmverandert. Erst die 
25 Komination der Substitutionen Thri 07 Ile und ArgzpeCys bewirkte hier einen 5fach erhohten 
K M . Damit ist hCYP2D6 17 die einzige bekannte hCYP2D6-Variante, bei der eine 
Kombination verschiedener Substitutionen fiir eine geanderte AflBbaitat des Enzyms zum 
Substrat verantwortlich ist. 



30 
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Beispiel 10: Tamoxifen-4-Hydroxylierung durch hCYP2D6 

Die erfindungsgemaBen Zellinien wurden eingesetzt, urn einen moghchen EinfluB des 
hCYP2D6-Polymorphismus auf die pharmakologisch wichtige 4-Hydroxylierung von 
Tamoxifen zu untersuchen (Figur 18). Substrat und MetaboUten wurden mittels HPLC/MSD 
getrennt und detektiert (Figur 19). 

Ein verdiinntes Aliquot Zellhomogenat wurde auf Eis aufgetaut und durch Pipettieren 
sorgfaltig rehomogenisiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Homogenat zum 
Reaktionsansatz (final: 100 pi Gesamtreaktionsvolumen, 150 ug Gesamtprotein, 1 - 150 pM 
Tamoxifen (2,5 pi Stammlosung in DMSO), 2 mM NADPH in 0,1 M KaUumphosphatpuffer, 
pH 7,4) gestartet und nach 30minutiger (V79MZh2D6*10: 60 min) Inkubation im 
Wasserbad bei 37 °C durch Zugabe von 50 pi Acetonitril, 2 % (v/v) Essigsaure gestoppt. Die 
Proben wurden einige Minuten auf Eis inkubiert und das Prazipitat abzentrifugiert (10 min, 
17000 x g, 4 °C). Das im Uberstand enthaltene Substrat Tamoxifen und die 
Reaktionsprodukte, darunter 4-Hydroxy-Tamoxifen wurden mittels HPLC/ESI-MSD 
getrennt und detektiert. Die chromatographische Trennung erfolgte im Acetonhril- 
Gradienten (Figur 10), bei einer FluBrate von 0,5 ml/min (12. bis 19. Minute 0,8 ml/min) und 
30 °C xiber eine C8 (2) "reversed phase" -Stoite (Luna, 150 mm x 2 mm, PartikelgrSBe 5 pm; 
Phenomenex , Hosbach). Dem System war eine C8-Vorsaule (XDB-C8, nairow-bore 
column, 2,1 mm x 12,5 mm; Zorbax HPLC Columns, Hewlett Packard, Waldbronn) 
vorgeschaltet. 

Die Detektion von Tamoxifen und seinen MetaboKten erfolgte am HP Series 1100 MSD 
(Hewlett Packard, Waldbronn) im single ion monitoring modus bei m/z 344,2 (N- 
Didesmethyl-Tamoxifen), m/z 358,3 (^-Desmethyl-Tamoxifen), m/z 360,2 
(monooxygenierte MetaboUten von i^-Didesmethyl-Tamoxifen), m/z 372,3 (Tamoxifen), m/z 
374,3 (monooxygenierte MetaboUten von iST-Desmethyl-Tamoxifen), m/z 388,3 
(monooxygenierte MetaboUten von Tamoxifen) und m/z 404,3 (monooxygenierte 
MetaboUten von Tamoxifen-iV-Oxid). 

Die Retentionszeiten betrugen Sir Z-Tamoxifen-3,4-Epoxid 2,1 min, fur E- und Z-4- 
Hydroxy-Tamoxifen ca. 5,5 und 6,2 min, for E- und Z^-Hydroxy-Tamoxifen-iV-Oxid etwa 
7,2 und 7,9 min, fur Z-Tamoxifen-l,2-Epoxid etwa 8,4 min, fur Z-i^-Didesmethyl-Tamoxifen 
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9,9 min, fur Z-iST-Desmethyl-Tamoxifen 10,0 min, fur Z-Tamoxifen-JV-Oxid 10,4 min und fur 
E- und Z-Tamoxifen ca. 9,7 und 10,1 min. Die Peaks fur E- und Z-4-Hydroxy-Tamoxifen, Z- 
Tamoxifen-iV-oxid, Z-Tamoxifen- 1 ,2-Epoxid, Z-A^-Desmethyl-Tamoxifen und Z-iST-Dides- 
methyl-Tamoxifen wurden mit den entsprechenden Reinsubstanzen verifiziert und extern 
5 standardisiert. Die Kalibrierung erfolgte im Bereich von 0,039 - 20 yM Endkonzentration 
nach Inkubation mit Homogenat der Schein-transfizierten Zellinie V79MZmockneo. 
Zur Identifizierung der an der Tamoxifen-4-HydroxyHerung beteiligten Cytochrom P450- 
Isoformen wurden Inkubationen mit Homogenaten der Zellinien V79MZh2El und 
V79MZh3A4-hOR sowie mit Mikrosomen hCYP3A4- und hCYPOR- bzw. hCYP2C9*l- 

10 und hCYPOR-koexprimierender Insektenzellen, sogenannten "Supersomen" (Gentest, 
Woburn, MA, Produkt-Nr. P207 und P218), durchgefuhrt. Gegenuber den Inkubationen mit 
V79MZh2D6-Homogenat wurden folgende Parameter variiert: 150 \ig V79MZh2El- 
Homogenat wurden bis zu 45 min lang inkubiert, bis zu 500 \xg V79MZh3A4-hOR- 
Homogenat und bis zu 25 ^1 hCYP3A4-hOR- M Supersomen H , entsprechend 50 pmol 

15 hCYP3A4, wurden mit 100 \iM Magnesiumchlorid und 10 ^M EDTA bis zu 60 min lang 
inkubiert und 12,5 |jtl hCYP2C9*l-hOR- M Supersomen M , entsprechend 25 pmol hCYP2C9*l, 
wurden mit 100 \iM Magnesiumchlorid und 10 \xM EDTA 30 rain lang inkubiert 

Die Reaktion war bei 37 °C bis zu 150 ^ig Gesamtprotein/100 ^1 uber 30 min im linearen 
20 Bereich. Um bei Variante hCYP2D6 10 ein quantifizierbares Signal messen zu konnen, 
muBte der Reaktionsansatz 60 min lang inkubiert werden. Die angegebenen Aktivitaten 
imterschatzen daher die tatsachlichen Werte geringfugig. 

Einflufi von DMSO als Losungsvermittler fiir Tamoxifen 

25 

Da Tamoxifen schlecht wasserloslich ist, wurde DMSO als Losungsvermittler zugegeben. 
Mit Acetonitril und Methanol wurden keine besseren Loslichkeiten erzielt. Aufierdem waren 
sie wegen anderer unerwunschter Eigenschaften weniger gut geeignet als DMSO. 

30 Die Tamoxifen-4-Hydroxylase-Aktivitat wurde bis zu einer Konzentration von 2,5 % DMSO 
nur geringfugig beeinfluBt. Bei einer Konzentration von 10 % DMSO betrug die Tamoxifen- 
4-HydroxyIase-Aktivitat nur etwa 20 % derjenigen bei 2,5 % (Figur 20). Andererseits war 
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der Anfangsbereich der Kinetik bei 10 % DMSO bis zu ca. 75 uM Tamoxifen linear, bei 2 5 
% DMSO nur bis zu 50 uM Dieses Verhalten entsprach genau den maximalen Losulhkehen 
von Tamoxifen bei 10 % bzw. 2,5 % DMSO. Folglich hatte das Abknicken der Kinetik keine 
enzymkinetische Ursache, sondern war allein von der Loslichkeitsgrenze des Tamoxifen 
abhangig. Urn bei alien hCYP2D6-Varianten ein quantifizierbares Signal messen zu konnen, 
wurden alle weiteren Messungen mit 2,5 % DMSO durchgefuhrt. 

Eine nur geringe Abnahme der hCYP2D6-Aktivitat bis zu 2,5 % DMSO wurde auch fur die 
Dextromethorphan-O-DemethyUerung publiziert (Chauret et al., 1998; Hickman et al. 
1998). Fur die (^-BufUralol-Hydroxylase-Aktivitat wurde dagegen eine drastische 
Abnahme schon bei niedrigen DMSO-Konzentrationen gefunden (Busby et al., 1999). 
Moglicherweise ist der inhibitorische Effekt der Losungsmittel vom Substrat abhangig. 

Kinetik der Tamoxifen-4-HydroxyIierung 

WeU das Ende der Linearitat in der Kinetik der hCYP2D6-katalysierten Tamoxifen-4- 
HydroxyUerung keine enzymkinetische Ursache hatte, sondern allein von der 
Loslichkeitsgrenze des Tamoxifen abhangig war, konnten Vmax und K M nicht unabhangig 
voneinander bestimmt werden. Daher wurde unter Annahme einer monophasischen 
Michaehs-Menten-Kinetik ohne Inhibitor (V = V_ * [S] / (K M + [S])) aus der linearen 
Anfangssteigung ([S] -> 0) die intrinsische Clearance (CU = W K M ) berechnet (Tabelle 
8). Die Geradenanpassung an die MeBpunkte V erfolgte durch lineare Regression (Figur 21). 
Eine analoge Kinetik wurde fur die Tamoxifen-4-HydroxyUerung durch hCYP2C9 1 
aufgenommen (nicht dargesteUt). 



Zeliinie 



Bezug auf mg Gesamtprotein 



Bezug auf den CYP450-Gehalt 



V79MZmockneo 
h3A4 (Supers.) 



VsOpM 

pmoi/mg/min 



a* 

ml/mg/min 



pmol/pmol/min 
0 

ca. 0,10 



Cl tat 
ml/pmol/min 
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h2C9 1 (Supers.) 


24,08 


482 


0,96 


19,3 


V79MZ3i2D6*l 


58,3±8,2 


1166±165 


2,3440,63 


46,8±12,6 


V79MZh2D6*2 


21>2±3,3 


424±66 


1,58*0,80 


31,6*16,0 


V79MZh2D6*9 


26,2±6,5 


524±131 


4,09*2,23 


81,9*44,8 


V79MZh2D6*10 


0,41±0,06 


8,2*1,2 


0,18±0,04 


3,7±0,8 


V79MZh2D6*17 


6,0±1,3 


119±27 


0,73±0,25 


14,6±5,0 



TabeUe 8 

Kinetische Parameter der Tamoxifen-4-Hydroxylierung fur hCYP3A4, hCYP2C9 1 und hCYP2D6 1, 2, 
9, 10 und 17. Die Angaben fur hCYP3A4 und hCYP2C9 basieren auf einer einzigen MeBreihe. Alle 
5 anderen Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabbangigen MeBreihen. 

Abkurzungen: Vg^: Reaktionsgeschwindigkeit bei 50 jiM Tamoxifen; CW intrinsiscbe Clearance; 
Supers.: "Supersomen" 

Bislang existieren keine Vergleichsdaten fur die Kinetik der hCYP2D6-katalysierten 

10 Tamoxifen-4-Hydroxylierung. Mit humanen Lebermikrosomen langsamer Metabolisierer 
wurden bei einer Substratkonzentration von 1 \iM Tamoxifen^-HydroxyKerungs-Aktivitaten 
von 0,7 - 0,8 pmol/min/mg Protein und bei schnellen Metabolisierem von 1,1-3 
pmol/min/mg Protein bestimmt (Crewe et cd. 9 1997). Die Tamoxifen-Konzentration von 1 
jiM liegt im Bereich der Plasmakonzentrationen bei therapeutischer Dosierung (Buckley und 

15 Goa, 1989). Bei einer Substratkonzentration von 18 jiM lagen die Aktivitaten fur langsame 
Metabolisierer zwischen 6 und 8 pmol/min/mg Protein und fur schnelle Metabolisierer 
zwischen 12 und 25 pmol/min/mg Protein (Crewe et al. 9 1997). Die Aktivitaten fur 
V79MZh2D6*l-Homogenat lagen mit 1,2 bzw. 21 pmol/min/mg Zellprotein in denselben 
Bereichen. Hier fand sich wie bei der Bufuralol-Hydroxylase-Aktivitat (vgl. Tabelle 11) eine 

20 tlbereinstimmung der Aktivitaten zwischen V79MZh2D6*l-Zellhomogenat und humanen 
Lebermikrosomen. Allerdings war die Substrat-Abhangigkeit der Tamoxifen-4-Hydroxylase- 
Aktivitat des rekombinanten hCYP2D6 starker ausgepragt als bei den humanen 
Lebermikrosomen. AuBerdem wurden bei den Lebermikrosomen langsamer Metabolisierer 
Aktivitaten gemessen, die im Bereich derer von V79MZh2D6*2- und *9-Homogenat und 

25 Qber denen von V79MZh2D6*10- und *17-Homogenat lagea Daher mussen neben 
hCYP2D6 weitere Isoformen mit hoherer Affinhat zu Tamoxifen, vermutlich hCYP2C9, an 
der Tamoxifen-4-Hydroxylierung in vivo beteiligt sein, so daB der EinfluB des hCYP2D6- 
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Polymorphismus bei den niedrigen therapeutischen Tamoxifen-Konzentrationen in vivo 
moglicherweise uberlagert wird. Dennoch zeigt der Vergleich zwischen langsamen und 
schnellen Metabolisierern, daB sehr wohl eine Abhangigkeit der Tamoxifen-4- 
Hydroxylierungsrate vom hCYP2D6-Phanotyp besteht. 

Die relativen intrinsischen Clearance der hCYP2D6-kataIysierten Tamoxifen- und Buforalol- 
Hydroxylierung stimmen exakt uberein (Tabelle 9). Die absoluten Werte sind fur die 
(+>BufiiraIoH'-HydroxyUerung etwa lOfach grofier als fur die Tamoxifen-4- 
Hydroxylierung. Dieser Unterschied kann durch die sehr unterschiedUche Struktur und 
Bindung der beiden Substrate im aktiven Zentrum von hCYP2D6 erklart werden (vgl. Figur 
24). 



Tamoxifen-4- 
Hydroxylienuig 



intrinsische Clearance 



[ml/min/mg protein] 



[ml/mui/pmoIP4S0i 



Zellinie V79M22i2D6 



1166±165 
47±13 



*2 
424±66 
32±16 



*9 
524±131 
82=M5 



»10 

4=fcl 



(+>Bufuralol-l r - 
Hydroxylierung 



TabeUe 9 



* [ml/nuWmg protein] 
[ml/min/pmol P450J 



12400*2580 4940*220 6670*1970 

500±170 370±150 1040±670 



80±17 
40±10 



*17 
119±27 
l&bS 



i220±160 
150±40 



Vergleich der intrinsischen Clearance der Tamoxifen- und Bufuralol-Hydroxylierung mit den 
polymorphen Zellinien V79MZh2D6*l, *2, *9, *10 und *17. 



neuen 



An der Tamoxifen-4-Hydroxylierung beteiligte Isoformen 

Neben hCYP2D6 wird eine Beteiligung der Isoformen hCYP3A4, hCYP2C9 und hCYP2El 
an der Tamoxifen-4-HydroxyUerung diskutiert (Crewe et aL, 1997; Dehal und Kupfer, 1997; 
Styles et ah, 1994). Urn die widerspruchKchen Ergebnisse zu ubeiprufen und einen Hinweis 
auf den hCYP2D6-katalysierten Anteil der gesamten Tamoxifen-4-HydroxyUerung zu 
erhalten, wurden Inkubationen mit Homogenaten der Zellinien V79MZh2El und 
V79MZh3A4-hOR sowie mit hCYP3A4-hOR- und hCYP2C9*l-hOR-»Supersomen» 
durchgefuhrt (Figur 22). Die Bedingungen fur diese Inkubationen wurden jedoch nicht 
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optimiert. Die angegebenen Zahlenwerte sind daher ledigjich als Richtwerte zu betrachten 
(Tabelle 8). 

Die Tamoxifen-4-HydroxyIierung wurde von den Isoformen hCYP2D6, hCYP2C9 und 
5 hCYP3 A4 katalysiert. Detektiert wurden Metaboliten mit den Massen 3 88,3 
(monooxygenierte Metaboliten, Figur 22) und 358,3 (desmethylierte Metaboliten, nicht 
dargestellt). Hauptmetabolit war bei Inkubation mit hCYP2D6 und hCYP2C9 4-Hydroxy- 
Tamoxifen und bei Inkubation mit hCYP3A4 erwartungsgeraafi i^-Desmethyl-Tamoxifen. 
Die Tamoxifen-4-Hydroxylierung durch hCYP3A4 hingegen war vernachlassigbar. Dabei 
10 waren die Peakflachen von E- und Z-4-Hydroxy-Tamoxifen im Gegensatz zu den ubrigen 
Isoformen etwa identisch und der Peak bei 2,2 min (Tamoxifen-3,4-Epoxid ?) aufiaUend 
groB. 

Bei Inkubation der Zellinie V79MZh2El mit Homogenat wurden keine Metaboliten 
detektiert, die nicht auch nach Inkubation mit Homogenat der Schein-transfizierten Zellinie 
15 V79MZmockneo auftraten, namlich Tamoxifen-iV-oxid und #-Desmethyl-Tamoxifen. Beide 
Metaboliten waren als Verunreinigungen im Tamoxifen enthalten, allerdings in geringerer 
Menge als nach einer Inkubation. 

Tamoxifen-N-oxid wurde in alien Ansatzen nachgewiesen, unabhangig von hCYP2D6 oder 
anderen Enzymen und auch mit Hitze-inaktiviertem Homogenat Schein-transfizierter Zellen. 

20 Die Menge war praktisch unabhangig vom Gesamtproteingehalt und der Tamoxifen- 
konzentration vmd variierte zwischen verschiedenen MeBreihen bis um den Faktor 20. Die 
Tamoxifen-JV-Oxid-Eichgerade war bei Aufarbeitung der Eichlosungen in Negativkontroll- 
ansatzen mit Tamoxifen gegenuber den nicht aufgearbeiteten Eichlosungen parallel 
verschoben. Als Ursache dieser Beobachtungen wurde die rein chemische Oxidation des 

25 gelosten Tamoxifens, moglicherweise durch den Luftsauerstof£ angenommen. Die Dauer 
zwischen Inkubation und Messung der Proben wurde damit die unterschiedlichen Mengen in 
verschiedenen MeBreihen erklaren. 

JV-Desmethyl-Tamoxifen wurde ebenfalls in alien Ansatzen nachgewiesen, unabhangig von 
hCYP2D6 oder anderen Enzymen und auch mit Hitze-inaktiviertem Homogenat Schein- 
30 transfizierter Zellen. Im Gegensatz zu Tamoxifen-#-oxid war die Menge an AT-Desmethyl- 
Tamoxifen jedoch sowohl von der Tamoxifen-Konzentration als auch dem Gesamtprotein- 
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gehalt im Ansatz abhangig und variierte zwischen den verschiedenen MeBreihen lediglich 
den Faktor 2. Eine exakte Quantifizierung war nicht mogUch. 



um 



Isoform 



hCYP2El 
hCYP3A4 
hCYP2C9*l 
hCYP2B6*l 



V79MZhCYP- 
Hotnogenat 



"Supersomen" 
rekombinanter 
InsektenzeUen 



n. u. 



Mikrosomen rekombinanter 
humaner B lymphoblastoider ZeDen 



II. U. 

+ 



n. u. 



(Pehalu. Kupfer, 1997) (Styles et al, 1994) (Crewe e/al, 1997) 



+ 
+ 



(Crewe ctaL, 1997) 



+ 



TabeUe 10 



Vergleich der Beitrage unterschiedlicher Cytochrom P45<Msoformen zur Tamoxifen-^HydroxyUerung 
in verschiedenen Expressionssystemcn. 

+: eindeutiger Behrag z«r Tamoxifen-4-Hydroxylierung; -: keine oder vernachlassigbare Tamoxifen-4- 
Hydroxylierung; n. u.: nicht untersucht 



In TabeUe 10 werden die Resultate dieser Arbeit fruheren Untersuchungen gegenubergesteUt. 
Unter Berucksichtigung aller Ergebnisse, scheint hCYP2El nicht zur Tamoxifen-4- 
Hydroxylierung beizutragen. Ob wie von Dehal und Kupfer (1997) berichtet bei Inkubation 
mit V79MZh2El-Homogenat Tamoxifen-tf-Oxid und i^-Desmethyl-Tamoxifen gebildet 
wurde, blieb wegen des hohen Hintergrundes dieser beiden Metaboliten unsicher. 
Humanes Cytochrom P450 2D6 katalysierte in aUen Expressionssystemen die Tamoxifen-4- 
Hydroxylierung. 

Die RoUe von hCYP3 A4 bUeb hingegen unklar: Wahrend bei Inhibitions.Studien an humanen 
Lebermikrosomen ein betrachtlicher Beitrag von hCYP3 A4 an der Bildung von 4-Hydroxy- 
Tamoxifen gefunden wurde (Crewe et al, 1997), war die Tamoxifen^Hydroxyfierung in 
aUen anderen Expressions-Systemen praktisch vernachlassigbar. Li Ubereiiistimmung mit 
Dehal und Kupfer (1997) und Styles et al (1994) katalysierten sowohl V79MZh3A4-hOR- 
Homogenat als auch hCYP3 A4-hOR-»Supersomen» die Tamoxifen-^-DesmethyUerung. 
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Baculovims-exprimiertes hCYP2C9*l ("Supersomen") katalysierte die Tamoxifen-4- 
Hydroxylierung eindeutig. Die intrinsische Clearance war etwa halb so groB wie bei 
hCYP2D6 1, das in V79MZ-Zellen exprimiert wurde. Der Anteil des polymorphen 
hCYP2C9 am gesamten Cytochrom P450-Gehalt der Leber ist mit ca. 20 % allerdings etwa 
5 lOfach hoher als derjenige von hCYP2D6. Auch wenn die Untersuchungen mit Mikrosomen 
rekombinanter humaner B lymphoblastoider Zellen zu widerspruchlichen Ergebnissen 
fuhrten, kann daher von einem wesentlichen Beitrag von hCYP2C9 an der Tamoxifen-4- 
Hydroxylierung in vivo ausgegangen werden. Moglicherweise sind diese Widerspriiche durch 
unterschiedliche L6ungsmittel(konzentrationen) bei der Inkubation zu erkJaren. 

10 

Tamoxifen-Metaboliten als hCYP2D6-Substrate 

Um den EinfluB bestimmter Modifikationen am Substrat Tamoxifen, insbesondere am fiir die 
Substratbindung wichtigen Stickstoff; auf die hCYP2D6-katalysierte Hydroxylierung zu 
15 untersuchen, wurden Inkubationen mit verschiedenen Tamoxifen-Derivaten durchgefuhrt Bei 
alien Versuchsreihen waren die relativen Umsatze der allelen Varianten etwa gleich. Dazu 
wurden bei den nicht standardisierten Metaboliten die relativen Peakflachen betrachtet. 

Konfigurationsisomere 

20 Im Gegensatz zu Z-Tamoxifen wurde das Konfigurationsisomer E-Tamoxifen durch 
V79MZh2D6-Homogenat praktisch nicht umgesetzt. 

Z-4-Hydroxy-Tamoxifen 

Der Hauptmetabolit des hCYP2D6-katalysierten Tamoxifen-Metabolismus, Z-4-Hydroxy- 
25 Tamoxifen, wurde durch V79MZh2D6-Homogenat metaboUsiert. Die Metaboliten wurden 
anhand ihres Massenspektrums als Dihydroxy-Derivate identifiziert Beispielsweise wurde die 
hCYP2D6-katalysierte ortfio-Hydroxylierung von 4-Hydroxy-Tamoxifen zum Katechol 
beschrieben (Dehal und Kupfer, 1999). Eine genaue Identifizierung der Metaboliten war 
nicht moglich, weil keine geeigneten Standards zur Verfiigung standen. 
30 Obwohl diese Reaktion wegen der geringen in Wvo-Konzentrationen von 4-Hydroxy- 
Tamoxifen quantitativ eine geringe Rolle spielen sollte, ist sie wegen der Bildung von 
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Katecholen, die Protein-Addukte bilden konnen, toxikologisch interessant (Dehal und 
Kupfer, 1999). 

Modifikationen am Stickstoff von Tamoxifen 
Z-Tamoxifen-7V-Oxid 

Z-Tamoxifen-^-Oxid wurde zu Z^Hydroxy-Tamoxtfen-AT-oxid umgesetzt, allerdings nur in 
geringem Umfang. Ein entsprechender Standard wurde durch iV-Oxidation von 4-Hydroxy- 
Tamoxifen mit Wasserstoffperoxid synthetisiert. 



Z-A-Desmethyl-Tamoxifen 

Z-JV-Desmethyl-Tamoxifen wurde gut umgesetzt. Der Hauptmetabolit besaB etwa dieselbe 
Retentionszeit wie Z-4-Hydroxy-Tamoxifen und das Chromatogramm sah ahnlich aus, wie 
nach Inkubation mit Z-Tamoxifen. Wahrscheinlich wurden Z-4-Hydroxy-iV-DesmethyI- 
Tamoxifen und alle anderen Z-Tamoxifen-typischen Metaboliten in der Z-JV-Desmethyl-Form 
gebildet. 

Z-iV-Didesmethyl-Tamoxifen 

Der Umsatz von Z-iV-Didesmethyl-Tamoxifen war vernachlassigbar. 



Beispiel 11: Vergleich mit humanen Lebermikrosomen und gereinigtem nativen 
hCYP2D6 



Die enzymkinetischen Eigenschaften des rekombinanten hCYP2D6 lagen im physiologischen 
Bereich, wie der Vergleich mit humanen Lebermikrosomen und gereinigtem nativen 
hCYP2D6 zeigt (Tabelle 11). Die (+)-Bufuralol-Hydroxylase-Aktivitat des V79MZh2D6*l- 
Zellhomogenates von 171 ± 16 pmol/mg/min stimmt gut mit den publizierten Werten Sir 
humane Lebermikrosomen von 167 ± 43 (Kronbach et al, 1987) bzw. 199 ± 80 (Dayer et 
aL, 1987) uberein. 
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Erpressionssystem 


Aufarbehung 


Km 


V m „(+) 


TJmsatzrate 


Selek- 


(Referenz) 


Elektitmenquelle . 


uM 


pmol /mg/min 


1/mm 




tivitat 






(+) 


(+) (+/-) 


(+) 


(+/-) 


(-y(+) 


V79MZh2D6*l 


Homogenat 


133±1,6 


171*16 108*15 


6\9±1,5 


4,3*1,2 


0,40±046 




NADPH 












V79M23i2D6*l 


Homogenat 




153*26 








(Bogni, 1999) 


NADPH 












V79MZn2D6*l 


inKultur 


7-S 


170*10 








(AppeU 1999) 














Humane Leber *' 


Mikrosomen 


4,7*2,2 


167*43 






0,56*047 


(Kronbach et aL, 1987) 


NADPH 












Humane Leber n 


Mikrosomen 


17,9*63 


199*80 






0,49*0,09 


(Dayer etaL, 1987) 


NADPH 












Humane Leber 


Mikrosomen 




715 






0,46 


(Zanger ef al, 1988) 


NADPH 












Humane Leber #l 


Mikrosomen 




50-2400 








(Gonzalez etaU 1988a) 


NADPH 












Humane Leber n 


Mikrosomen 


473±84 




0,6*0,2 






(GutetaL, 1986) 


NADPH 












Exp ressionssystem 


Aufarbeitung 


Km 


V IMX (+) 


TJmsaizn 


lie 




(Referenz) 


Elektroncn quelle 


uM 


pmol /mg/min 


1/min 




tivitat 






(+) 


(+) (+/-) 


(+) 


(+/-) 


«/(+) 


Humane Leber 


gereinigt 


53,6*27,4 




3,4*0,2 




045*0,02 


(GvtetaL, 1986) 


CYPOR/NADPH 












Humane Leber M 


gereinigt 


16,8 


66333 


25,9 




047 


(Zanger etal 9 1988) 


CYPOR/NADPH 












Humane Leber #1 


gereinigt 






3,7-9,5 


4,4-6,4 


044-046 


(DisUerathefaJ., 1985) 


CYPOR/NADPH 












K coii 


gereinigt 


39±5 (+/-) 






W±04 




(GiUametaL. 1995) 


CYPOR/NADPH 












AHH-1 TK+/- (2D6Met/HoI) 


Zell-Lysat 




68*0 








(Crespi ef aZ., 1991) 


NADPH 












AHH-1 TK+/- (h2D6Metv2) 


ZeU-Lysat 




126*1 








(Penman et aL, 1993) 


NADPH 












AHH-1 TK+/- (h2D6Metv2) 


Mikrosomen 


S3 


723*35 


4*5 




0,42 


(Penman eral, 1993) 


NADPH 












AHH-1 TK+/- (h2D6Val/OR) 


Mikrosomen 


6,7±04 










(Crespi etaL, 1995) 


CYPOR/NADPH 












AHH-1 TK+/- (h2D6Val/OR) 


Mikrosomen 




550 




103S 




(Gentest, Produkl-Nr. Mll7r) 


CYPOR/NADPH 
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COS-l Zeflen 
(Kagtmoto etal. 1990) 
COS-l Zeflen 
(Johansson etaL 9 1994) 



Homogenat 

NADPH 
Homogenat 
CYPOR/NADPH 



20-50 



3,4 



Hep G2 

(TyndaleefflZ., 1991a) 


ZeU-Lysat 
CuOOH 


4,0 


344 




2* 


S. cerevisiae W(R) 


Mikrosomen 


2 


116 




10 


(Oscarson et al, 1997) 


Yred/NADPH 








Sf9-Insektenzellen 
(Evert etal, 1997) 


Membranen 

CYPOR/NADPH 


18,5*7,3 


17500*3700 




26£±0,4 0,16*0,02 


Sf9-Insektenzellen 

(Patten etaU 1995) 


Membranen 

CYPOjR/NADPH 


55 


500-1000 




0,96 


Sf9-Insektenzellen 

(Paine etaL, 1996) 


ZeD-Extrakt 
CYPOR/NADPH 


4,7(+/-) 




370 


12,23 



TabeUe 11 

Vergleich der kinetischen Parameter der hCYP2D6 1-katalysierten BufuraloI-HydroxyKerung in 
verschiedenen Expressionssystemen. Bei Auswertungen unter Annahme einer biphasischen Micbaelis- 
Menten-Kinetik warden die Werte fur die Isoform mit hoher Affinhat und Stereoselektivitat 
angegeben. Die Selektivhat ist der Quotient aus den (-)-Bufuralol- und (+)-Bufuralol-Aktivitaten. 
Abkurzungen:(+): (+)-Bufuralol; (-): (-)-Bufuralol; (+/-): razemisches Bufuralol; CuOOH: Cumen- 
Hydroperoxid; Yred: Hefe-Reduktase 

** Keine Angabe fiber den hC YP2D6-Genotyp oder Phanotyp. 

* 2 Mit Spartein und/oder Debrisoquin in vivo als EM phanotypisiert 

In Vaudierungsstudien konnte eine gute Reproduzierbarkeit der Bufuralol-Hydroxylase- 
Aktivitaten fur die polymorphen Zellinien gezeigt werden (TabeUe 11), obwohl nach 
unterscWedlichen Protokollen und sowohl in Kultur als auch mit Zellhomogenat gearbeitet 
wurde. Somit sind die Reproduzierbarkeit und Standardisierbarkeit der neuen Zellinien 
nachgewiesen, was von entscheidender Bedeutung fur den zukunftigen Einsatz in der 
praklinischen Arzneimittel-Entwicklung sein wird. 

Die Cytochrom P450-Gehalte der V79MZb2D6-Zellinien lagen mit bis zu etwa 25 pmol/mg 
Zellprotein im physiologischen Bereich von 8-115 pmol/mg in humanen Lebermikrosomen 
(Distlerath et al, 1985). AhnUche Werte werden mit anderen SaugerzeUsystemen wie COS 
1- Zellen (Clark und Waterman, 1991) oder humanen B lymphoblastoiden Zellen (Crespi, 
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1991) erreicht Mit anderen Expressionssystemen wie Baculovirus-infizierten Insektenzellen 
werden wesentlich hdhere Cytochrom P450-Gehalte von bis zu 800 pmol/mg Zellprotein 
erzielt (Evert et al. 9 1997). Die Hohe des Expressionsniveaus ist bei der Wahl des geeigneten 
Expressionssystems jedoch nur ein Kriterium unter vielen. Fiir die meisten Fragestellungen 
5 wesentlich bedeutsamer sind die experimentellen Moglichkeiten, die das Expressionssystem 
aufgrund seiner Biologie erlaubt. 
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Anspruche 

1. Testsystem, bestehend aus Zellen, die ein Cytockrom P450 2D6 (hCYP2D6)-M&\ 
heterolog exprimieren, wobei in dem Testsystem mindestens drei P450 2£><5-Allele 

5 exprimiert werden. 

2. Testsystem gemaB Anspruch 1, wobei die mindestens drei P450 2Z)6-Allele den am 
haufigsten auftretenden Alleltypen in einer Population entsprechen. 

10 3. Testsystem gemaB Anspruch 1, wobei das Testsystem mindestens 5 funktionale 
hCYP2D6-Allele heterolog exprimiert 

4. Testsystem gemafi Anspruch 3, wobei die Allele hCYP2D6*l 9 *2, *P, *10 und *77 
exprimiert werden. 

15 

5. Testsystem gemafi einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Zellen 
Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters oder davon abgeleitete Zellen sind. 

6. Testsystem gemafi Anspruch 5, wobei die Zellen V79-Zel!en sind. 

20 

7. Testsystem gemafi Anspruch 6, wobei die Zellen die am 15.02.2000 bei der DSMZ- 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter den 
Zugangsnummern DSM ACC2446, DSM ACC2447, DSM ACC2448, DSM ACC2449 und 
DSM ACC2450 hinterlegten Zellinien V79MZh2D6*l, V79MZh2D6*2, V79MZh2D6*9, 

25 V79MZh2D6*10 und V79MZh2D6*17 sind. 

8. Testsystem gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Zellen cDNA 
exprimieren. 



30 



9. 



Kit, umfassend das Testsystem gemafi einem der Anspruche 1 bis 8. 
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10. Verwendung des Testsystems gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8 zur Untersuchung 
einer genetisch bedingten Toxizitat von Metaboliten. 

1 1 . Verwendung gemaB Anspruch 10, wobei die MetaboUten Arzneistoflfe sind. 

12. Verwendung des Testsystems gemaB einem der AnsprUche 1 bis 8 zur Bestimmung 
einer toxischen, mutagenen oder kanzerogenen Wirkung von Verbindungen. 

13. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 10 bis 12, wobei die humanes Cytochrom 
P450 2D6 exprimierenden ZeUen mit der zu untersuchenden Substanz kontaktiert werden. 

14. Verfehren zum Screening von Substanzen in Bezug auf MetaboUsierung durch 
humanes Cytochrom P450 2D6, wobei die Zellen des Testsystems gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 8 mit einer Substanz kontaktiert werden und ein metabolisches Produkt 
gemessen wird. 

15. Verfehren zum Nachweis neuer P450 2D6 -Allele, umfessend eine heterologe 
Expression des in Frage stehenden Alleles in einer Zelle, Testen der das in Frage stehende 
Allel exprimierenden Zellen in Hinblick auf den Cytochrom P450 2D6-abhangigen 
MetaboUsmus einer oder mehrer Verbindungen und Vergleich des MetaboUsmus der ZeUen 
mit dem MetaboUsmus von ZeUen des Testsystem gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8. 

16. Verfehren zur Quantifizierung des Cytochrom P450-Gehaltes, umfessend 
SolubUisierung des Cytochroms P450 mit dem nicht-ionischen Detergenz Emulgen 913, 
Zentrifugation des SolubiUsats und Messung mittels CO-Differenzspektren. 

17. Verfehren gemaB Anspruch 16, wobei das Verfehren die folgenden Schritte umfeBt: 

(a) Gewinnung von ZeUhomogenat 

(b) Zugabe von Emulgen 913 zu dem ZeUhomogenat 

(c) Entfernen von unlSsUchem Material 

(d) Aufeeichnen des reduzierten Spektrums 

(e) SattigungmitKohlenmonoxid 

(f) Messung des CO/reduzierten Spektrums. 
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(g) Ableiten des Cytochrom P450-Gehaltes anhand der Spektren 



18. Verfahren gemSB Anspruch 16 oder 17, wobei Emulgen 913 in einer 
Endkonzentration von 0,25 % (w/v) zugegeben wird. 

5 
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?rcmotor> AAGCTTG GCTGCAGGTCGAC GGATCCGCCGCCACCATGG GG-/iCYP2D6 *1,*2,*9 *1 0 
Hindill BamH\ Kozak-Sequenz 

Promotor- AAGC7TGCCGCCACCATGGG G-/?CYP2Dg *17 
Hind III Kozak-Sequenz 



St9p Kpn\ 

/ICYP2D6-CGCTAGAATGGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTC *1,*9 9 *10 

TAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAAAAAAAAAAGGAATTGGGGATCGAT 

CTGCAGCT GGTACCA TG GAATTCA TCGATATC TAGATCT -pA 

Kpn\ EcoRl Bg! II 

/iCYP2P6-CGCTAGAATG GGGTACCA TG GAATtCA TCGATATCTAGATCT-pA *2, *17 

Kpn\ EcoKV BglM 
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SEQUENZ PROTOKOLL 
<110> Dohmer Prof. Dr., Johannes 

5 <120> Stabile Expression polymorpher Formen humanen 

Cytochroms P450 2D6 als analytisches Werkzeug in der 
praklinischen Arzneimittel-Entwicklung 

<130> 271-1 PCT 

10 

<140> 
<141> 

<160> 19 

15 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
20 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
25 Oligonukleotid 

<400> 1 

cgcaactggt cgaagcagta tg 22 

30 

<210> 2 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

35 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

40 <400> 2 

agctggatga gctgctaa 18 



<210> 3 
45 <211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

50 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 3 

atcaccaacc tgtcatcgg 19 

55 

<210> 4 
<211> 20 
<212> DNA 
60 <213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschrelbung der ktlnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

5 

<400> 4 

ggaatgtcct ctcaagtaga 20 

10 <210> 5 
<211> 20 
<212> DMA 

<213> KUnstliche Sequenz 
15 <220> 

<223> Beschrelbung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 5 

20 cagaggtttt caccgtcatc 20 



<210> 6 

<211> 22 

25 <212> DNA 

<213> Kilnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschrelbung der kunstlichen Sequenz: 
30 Oligonukleotid 

<400> 6 

catactgctt cgaccagttg eg 

35 

<210> 7 
<211> 31 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

40 

<220> 

<223> Beschrelbung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

45 <400> 7 

agacgtgaag cttgccgcca ccatggggct a 



<210> 8 
50 <211> 32 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

55 <223> Beschrelbung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 8 

caggaegtag aatggatctg gatgatgggc ac 
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<210> 9 
<211> 20 
<2i2> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 9 

tagacaagct tggatccatg 20 



15 <210> 10 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
20 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 10 

25 gctataagct tagatctcgg 20 



<210> 11 
<211> 84 
30 <212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
35 Oligonukleotid 

<400> 11 

tagacaagct tggatccatg gtaccgagct cgagtcgact gcagttaact ctagatcgat 60 
gcggccgaga tctaagctta tagc 84 

40 

<210> 12 
<211> 21 
<212> DNA 
45 <213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

50 

<400> 12 

gcaggtgagg gaggcgatca c 21 

55 <210> 13 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
60 <220> 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz; 
Oligonukleotid 

<400> 13 

cactgcttac tggcttatcg 



20 



10 



15 



20 



25 



30 



<210> 14 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz; 
Oligonukleotid 

<400> 14 

actagaaggc acagtcgagg 



<210> 15 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 15 

gcattaagct taagtcgacc 



20 



20 



35 



40 



45 



<210> 16 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 16 

ccgtatgatc actagtagat c * 



21 



50 



55 



<210> 17 
<211> 114 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 17 

gcattaagct taagtcgacc ggtaccgtac gctagcgaat tccggatatc gatggcgcgc 60 
cgcggccgct cgagctctag acgcgtggat ccagatctac tagtgatcat acgg 114 



60 
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20 



<210> 18 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 18 

tattccagaa gtagtgagg 19 



<210> 19 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 19 

atcaccgagc tgagaagc 



18 
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(57) Abstract: The invention relates 
to a test system containing human 
cytochrome P450 2D6 expressing cell 
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for testing the pharmacological and 
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